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1. Einleitung

In den letzten Jahren wurde vermehrt die genetische Préadisposition von
unterschiedlichen Krankheiten diskutiert (Khoury et al. 2003). Dabei féllt immer
wieder der Begriff ,,Polymorphismus®. Er ist abgeleitet von der latinisierten
Form des griechischen Wortes molvpopeiopodg, welches ,,Vielgestaltigkeit®
bedeutet. Unter Polymorphismus versteht man das Phidnomen, dass in einer
Population mehrere verschiedene Varianten (Allele) eines Gens in
nennenswertem Anteil zu finden sind. Ein solches Allel kann Auswirkungen auf
die Expression von Proteinen und damit auf die Auspriagung von Erkrankungen
haben. So konnte in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass
bestimmte Polymorphismen mit Entziindungserkrankungen, wie Colitis ulcerosa
(Glass et al. 2007) oder Morbus Crohn (Prescott et al. 2007, Glas et al. 2008),

korrelieren.

Auch bei parodontalen Erkrankungen wurden in der Vergangenheit intensiv
genetische Zusammenhénge diskutiert. Die marginale Parodontitis ist eine durch
bakterielle Plaque verursachte, multifaktoriell —modulierte, chronisch
entziindliche Erkrankung des Zahnhalteapparats (Page und Kornman 1997).
Diese Entitat ist bei Erwachsenen der haufigste Grund fiir den Verlust von
Zihnen (Assuma et al. 1998). Umweltfaktoren, wie etwa Mikroflora,
sozioOkonomische Einfliisse und Allgemeinerkrankungen, verursachen und
beeinflussen Parodontiden (Page et al. 1997). Dabei reagiert jeder Mensch auf
vergleichbare pathogenetische Einfliisse unterschiedlich. Dies ist nicht zuletzt

auf das individuelle genetische Profil zuriickzufiihren.

In verschiedenen Zwillingsstudien wiesen Michalowicz et al. (1991) die
Beteiligung genetischer Faktoren an der Pathogenese der chronischen
Parodontitis nach. Es gilt im Allgemeinen als anerkannt, dass bei der

parodontalen Destruktion vor allem die =zellulire Immunantwort eine
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entscheidende Rolle spielt (Page und Kornman 1997; Kornman et al. 1997; van
Dyke et al. 1993). Interleukin-1 (IL-1) gehort als  zentrales,
proinflammatorisches Zytokin zu den wichtigsten entziindungsférdernden
Botenstoffen des Immunsystems. Kornmann et al. (1997) beschrieben erstmals
einen Zusammenhang zwischen dem zusammengesetzten Polymorphismus vom
IL-1A-889 und IL-1B+3954 und der Schwere der Auspriagung einer chronischen
Parodontitis bei Nichtrauchern. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden in
zahlreichen Studien unterschiedliche Formen der Parodontitis mit verschiedenen
Kandidatengenen assoziiert. Bei diesen Untersuchungen lag ein Schwerpunkt
auf der Suche nach einer Assoziation zwischen der chronischen Parodontitis und
Polymorphismen des Interleukin-1 Gens. Die erzielten Ergebnisse sind recht
widerspriichlich (Huynh-Ba 2007). Dabei ist ein Problem &lterer Studien der zu
kleine Stichprobenumfang. So untersuchten Kornman et al. (1997) lediglich 43

Proben mit schwerer Parodontitis.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde der Einfluss der
IL-1B+C3954T  (rs1143634), IL-1B-T511C  (rs16944), IL-1B-T31C
(rs1143627), IL-IRN+T2018C (rs419598), IL-1A+G4848T (rs17561),
IL-1A-C889T (rs1800587) Polymorphismen und des IL-1RN Intron2 VNTR
(rs2234663) Mini-Satelliten auf die phéanotypische Auspragung einer
chronischen Parodontitis in einer groen mitteleuropdischen, kaukasischen

Population untersucht.



2. Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1. Klassifikation von Parodontalerkrankungen

Es gibt verschiedene Verlaufsformen und klinische Ausprigungen von
Parodontalerkrankungen. Der “International Workshop for a Classification of
Periodontal Diseases and Conditions™ erarbeitete 1999 die aktuell giiltige
Klassifikation der Parodontalerkrankungen (Armitage 1999), die die Deutsche
Gesellschaft fiir Parodontologie (in deutscher Ubersetzung) als verbindliche
Nomenklatur auch fiir Deutschland iibernommen hat (DGP 2002).

Die Einteilung der Parodontiden wird nicht mehr durch das Patientenalter bei
der Erstdiagnose definiert (juvenile bzw. adulte Parodontitis), da
epidemiologische Daten und klinische FErfahrung zeigen, dass diese
Erkrankungsform nicht nur bei Erwachsenen, sondern auch bei Kindern und
Jugendlichen auftreten kann (Papapanou 1996). Vielmehr ist der Verlauf der
Erkrankung hervorgehoben worden: Neben der chronischen Parodontitis, die
durch einen langsamen und schubweisen Verlauf gekennzeichnet ist, gibt es die
aggressive Parodontitis, die einen raschen foudroyanten Verlauf aufweist. Beide
Formen konnen lokalisiert oder auch generalisiert auftreten.

Daneben besteht weiterhin die Gruppe der nekrotisierenden parodontalen
Erkrankungen, sowie die Parodontits als Manifestation systemischer
Erkrankungen. Erstmals wurden auch alle Formen der Gingivitis als
eigenstindige Erkrankung klassifiziert, sowie der parodontale Abszess als
eigene Kategorie hinzugefiigt. Parodontal-endodontische Lésionen, sowie
angeborene und erworbene Missbildungen finden in weiteren einzelnen
Kategorien Beriicksichtigung. Dennoch sind die Uberginge flieBend, so dass es
gelegentlich  schwierig  bleibt, bestimmte Krankheitsbilder einzelnen

Untergruppen genau zuzuordnen.



In dieser Arbeit geht es, soweit nicht anders erwdhnt, um die chronische Form

der marginalen Parodontitis.

2.2. Epidemiologie der parodontalen Erkrankungen

Weltweit ist die Prdvalenz parodontaler Erkrankungen hoch. In der vierten
Deutschen Mundgesundheitsstudie / DMS VI 2007 (Hoffmann et al. 2007) wird
bei Erwachsenen die Verbreitung von mittelschweren Parodontopathien mit 52,7
Prozent und von schweren Formen mit 20,5 Prozent angegeben. Bei den
Senioren sind 48,0% von einer mittelschweren und 39,8% von einer schweren
Parodontitis betroffen. Dabei haben diese Erkrankungsformen bei Erwachsenen
und Senioren seit der letzten Erhebung 1997 um 26,9 Prozentpunkte bzw. 23,7
Prozentpunkte zugenommen. Kleber (2000) berichtet, dass die meisten
Erwachsenen in unterschiedlichem Ausmal} von gingivalen Erkrankungen oder
chronischen Parodontitiden betroffen sind. Weniger hédufig kommen
strukturzerstorende Sonderformen der Parodontitis im Kinder-, Jugend- und
jungen Erwachsenenalter vor. Neben den entzlindlichen
Parodontalerkrankungen sind die atrophischen Formen und Rezessionen mit
55% der Erkrankten zwischen dem 20. und 29. Lebensjahr und 78% zwischen
55 und 59 Jahren ebenfalls weit verbreitet (Micheelis und Reich 1999).

Epidemiologische Studien zeigen eine hohe Inzidenz von parodontalen
Erkrankungen unter Erwachsenen auch in der iibrigen westlichen Welt (Ciancio
2003). Neuere Daten aus der britischen Bevdlkerung belegen, dass bezahnte
Erwachsene zu 79% Zahnfleischbluten, zu 88% Zahnstein und zu 69%
parodontale Taschen aufweisen, darunter 10 % mit tiefen Taschen (Marsh und
Martin 2003, S. 122). Morris et al. (2001) berichten, dass 40 bis 45% der
Erwachsenen eine méaBig destruktive Parodontalerkrankung aufweisen. 5 bis

10% leiden an einer schweren Form. Weiterhin stellten sie fest, dass
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Erwachsene zu 72% zu sichtbarer Plaque- und zu 73% zu Zahnsteinbildung
neigen. In einer weiteren Studie konnte eine Gingivitis an durchschnittlich drei
bis vier Zdhnen an iiber 50% von in den USA lebenden Individuen diagnostiziert
werden. 67% dieser Bevolkerungsgruppe weisen subgingivalen Zahnstein
(Konkremente) und ca. 30% eine marginale Parodontitis auf. Tiefe parodontale
Taschen von > 6 mm wurden bei weniger als 5% und Stiitzgewebeverluste von

>3 mm bei 40% der Studienpopulation gefunden (Oliver et al. 1998).

2.3. Atiologie und Pathogenese von parodontalen Erkrankungen

Die charakteristischen gewebezerstorenden Entziindungs- und Immunprozesse
bei einer Parodontitis sind auBerordentlich komplex und werden bisher nur sehr
unvollstindig verstanden. Nach aktuellen pathogenetischen Modellen bildet die
Gingivitis eine regelméfBige Vorstufe aller parodontalen Erkrankungen.
Empirische Untersuchungen zeigen, dass es Patienten gibt, die iiber viele Jahre
an einer persistierenden Gingivitis leiden, jedoch keinen oder nur einen geringen
Verlust von parodontalem Gewebe aufweisen. Hingegen kommt es bei anderen
Patienten trotz vergleichbarer Mundhygiene zu einem erheblichen Verlust
parodontalen Gewebes (Offenbacher et al. 1996, Page et al. 1997). Inzwischen
geht man bei der Entstehung einer Parodontitis von einem multifaktoriellen
Geschehen aus. Es besteht eine komplexe Interaktion zwischen der Wirtsantwort
und einer Infektion mit potentiell parodontopathogenen Keimen. Nur dadurch ist
letztendlich zu erkliaren, weshalb sich trotz dhnlicher Verhiltnisse die Intensitét
der parodontalen Erkrankung von Patient zu Patient unterscheidet

(Mutschelknauss 2000).
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2.3.1. Parodontalpathogene Mikroorganismen

Marginale Parodontitiden sind bakteriell verursachte Entziindungen des
Zahnhalteapparats (Haffajee und Socransky 1994). Verantwortlich dafiir sind
vor allem anaerobe Bakterien und Spirochiten (Kinane und Lapin 2002). Vom
Erkrankungsprozess ist das Parodontium in seiner Gesamtheit, das heisst
Gingiva, Desmodont, Wurzelzement und Alveolarknochen betroffen. Die
spezielle Anatomie des dentogingivalen Ubergangs, also des Ubergangs von den
Hartgeweben des Zahnes zu den Weichgeweben des Parodontiums, bietet ideale
Voraussetzungen fiir die Etablierung von mikrobiellen Infektionen.

Der primére Ursachenkomplex basiert auf einer insuffizienten Mundhygiene, da
diese zur Bildung von supra- und subgingival gelegenen harten (Konkremente)
und weichen Beldgen (Plaque) fiihrt. Persistieren diese Beldge iiber eine langere
Zeit, entwickelt sich aus der zunédchst physiologischen mikrobiellen Flora eine
pathogene Mikroflora. Die unspezifische Plaquehypothese (Loesche 1976)
stellte lange Zeit die Grundlage zur Entstehung der Parodontitis dar: sie besagt,
dass die allgemeine Zunahme der Plaquemenge per se zu einer Parodontitis
fihren kann. Jedes im Sulkus vorkommende Bakterium wére also durch
bestimmte Pathogenitdtsfaktoren in der Lage eine Parodontitis auszuldsen. In
der okologischen Plaquehypothese postulierte Marsh (1994) eine dynamische
Beeinflussung der Immunantwort durch die dentale Plaque, was zu einer
Verdanderung der Umweltfaktoren subgingival und damit zu einer Verschiebung
des mikrobiologischen Gleichgewichts fiihrt. Mittlerweile wurde, trotz
uneinheitlicher Ergebnisse verschiedener Studien, eine enge Korrelation
zwischen bestimmten Keimen und dem Schweregrad der -einzelnen
Parodontopathien festgestellt.

Wolff et al. (1993) wiesen eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl von
Actinobacillus actinomycetemcomitans (aktuelle Nomenklatur: Aggregatibacter

actinomycetemcomitans), Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum und
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der Taschentiefe nach. Lowenguth et al. (1995) fanden bei fortschreitenden
parodontalen Erkrankungen unter anderem auch Campylobacter rectus und
Fusobacterium nucleatum. In einem Konsensuspapier der American Academy
of Periodontology (AAP 1996) werden Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis sowie Bacteroides forsythus
(neue Nomenklatur: Tannerella forsythia) ein sehr hohes krankheitsausldsendes
Potential zugeordnet. Socransky et al. (1997) untersuchten mikrobielle
Komplexe in subgingivaler Plaque und beschrieben fiir Spezies ,roter
Komplexe™“  (Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, = Porphyromonas
gingivalis und Treptonema denticola) eine auffallende Verbindung zu den
klinischen Parametern der Parodontalerkrankung, besonders zu Taschentiefe und
Sondierungsblutung. Die anaeroben Bedingungen, die in der parodontalen
Tasche zu finden sind, begilinstigen das Wachstum dieser anaeroben oder
fakultativ anaeroben, gramnegativen, parodontopathogenen Bakterien und
verdringen die grampositiven Bakterien des gesunden subgingivalen
Kompartiments (Miiller 2001). Die gramnegativen Bakterien organisieren sich
zu einem komplexen, &dullerst widerstandsfahigen Biofilm, der es ihnen
ermdglicht, metabolisch miteinander zu kommunizieren (Whittaker et al. 1996).
Biofilme sind rdumlich organisierte Komplexe von Mikroorganismen, welche
mit der quasi anorganischen Wurzeloberfliche verbunden und in einer
extrazelluliren Matrix eingebettet sind (Sanderink et al., 2004). Diese
Komplexbildung bietet den Bakterien sowohl Schutz vor antibiotischen
Wirkstoffen als auch vor den immunologischen Abwehrmechanismen des Wirts
(Khoury et al. 1992). Insbesondere wird der Abbau durch polymorphkernige
Granulozyten behindert. Die Pathogenitdt der Bakterien wird zudem durch die
subgingivale Lage des Biofilms, die ihn fiir Mundhygienemaflnahmen
unzuginglich macht, noch drastisch gesteigert (Miiller 2001). Die einzig

wirksame Art, den Biofilm zu zerstéren, bleibt die mechanische
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Wurzelreinigung und Wurzelglittung im Rahmen einer zahnérztlichen

Parodontaltherapie.

2.3.2. Aktivierung des Immunsystems durch Bakterien

Wie schon erwéhnt sind Bakterien die primér auslésende Ursache fiir eine sich
entwickelnde Gingivitis. Die subgingivale Mikroflora, vor allem gramnegative
Bakterien, geben Enzyme und Endotoxine an das umliegende parodontale
Gewebe ab. Diese Proteasen, Kollagenasen und Hyaluronidasen bewirken,
zusammen mit der das Immunsystem stimulierenden Wirkung der
Lipopolysaccharide (LPS), eine direkte bzw. indirekte Schidigung der Zellen
und Strukturen des Parodontiums (Slots 1979). Dabei sind die bakteriellen
Lipopolysaccharide  als  stirkste  Ausloser eimner immunologischen
Entziindungsreaktion zu sehen (Loppnow et al. 1989). Durch den Kontakt des
LPS mit den Wirtszellen, va. den Zellen des Saumepithels, wird die angeborene
Immunabwehr aktiviert. Dendritische Zellen, wie etwa die vom Langerhans
Typ, transportieren spéter die mikrobiellen Antigene zu den lokoregionalen
Lymphknoten. Dort regen sie Leukozyten an, AntikOrper gegen spezifische
Bakterienantigene zu bilden. Darliber hinaus haben B-Zellen Antigen
prasentierende Wirkung und produzieren pro- und antiinflammatorische
Zytokine, wie z.B. Interleukin-1f (IL-1f), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8
(IL-8), aber auch Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). Diese Zytokine werden auch
von Epithelzellen und Lymphozyten des Saumepithels gebildet und sorgen in

der Folge fiir eine Aktivierung der neutrophilen Granulozyten.

14



2.3.3. Aktivierung der Granulozyten

Die humorale Immunantwort wire effizienter, wenn es im parodontalen Gewebe
zur Proliferation von B-Zellen zu Plasmazellen kdme. Diese findet jedoch im
erkrankten parodontalen Gewebe nicht statt (Takahashi et al. 1996, Koulouri et
al. 1999). Die Migration von Leukozyten in das entziindete Gewebe ist
unspezifisch, wird aber durch die Ausschiittung von proinflammatorischen
Zytokinen und Adhéasionsmolekiilen, wie ELAM-1 (endothelial leucocyte
adhesion molecule-1) und ICAM-1 (intercellular attachment molecule-1) auf der
Oberfliche von vaskuldren Endothelzellen verstirkt. Nach Anheftung von
Leukozyten, vor allem von neutrophilen Granulozyten, an die GefaBBwand
kommt es zur Leukodiapedese. Die Leukozyten wandern entlang eines
intraepithelialen =~ Konzentrationsgradienten der beteiligten =~ Chemokine
beziehungsweise Oberflichenrezeptoren durch Saum- und Sulkusepithel in das
Zentrum der Entzliindung. Man spricht von Chemotaxis. So entsteht ein
Leukozytenwall zwischen Epithel und Plaque (Zambon et al. 1996). Bei
ausreichend starker Invasion des subepithelialen Bindegewebes kann das LPS
der parodontopathogenen Keime an den Epithelzellen direkt die Expremierung
von leukodiapedeseinduzierenden Selektinen auslosen (Darveau et al. 1997).

Endotheliale und leukozytire Adhésionsmolekiile, wie der Integrin-Rezeptor
LFA-1, ein Adhédsin auf der Oberfliche der neutrophilen Granulozyten (Genco
1992), Interleukin 8 oder ICAM-1 (Tonetti et al. 1994, Moughal et al. 1992),
spielen eine wichtige Rolle fiir die Chemotaxis. Sie sind zusammen mit anderen
Prozessen fiir die Aufrechterhaltung einer Population von wichtigen
Entziindungs- und Immunzellen an spezifischen Orten der Entziindung
notwendig. Fibroblasten werden durch Entziindungsmediatoren zur verstirkten
Chemokinproduktion angeregt, die unter anderem eine groflere vasale
Permeabilitat fiir Blutbestandteile bewirken (Meikle et al. 1994, Kinane et al.

1991). Die eingewanderten neutrophilen Granulozyten phagozytieren pathogene
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Keime und 16sen diese mittels oxidierender Enzymsysteme, wie dem NADP-
Oxidase-System (Dennison und van Dyke 1997) oder nicht oxidierender
Enzyme, wie Lysozym, Calprotectin und Kathepsin-G (Miyasaki et al. 1993),
auf.

Humorale Faktoren der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr, das
Komplementsystem, sowie spezifisch gegen die parodontopathogenen Bakterien
gerichtete Antikorper verstirken die Phagozytose. So werden pathogene
Mikroorganismen durch Komplementproteine, wie C3b, C4b oder auch durch
Immunglobuline der Klasse IgGl und IgG2, opsoniert. Makrophagen,
Monozyten und neutrophile Granulozyten erkennen diese Markierungen und
phagozytieren danach effektiver.

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen reprédsentieren die erste
unspezifische Immunreaktion bei der parodontalen Entziindung. Die zentrale
pathogenetische Bedeutung dieser beiden Zellpopulationen wird durch die
Beobachtung verdeutlicht, wonach bei der voranschreitenden und schweren
Parodontitis eine verminderte Leukozytenanlagerung und -ansammlung
anzutreffen ist (Kinane und Lapin 2002). Ist es der Wirtsabwehr dagegen
moglich, unverziiglich mit ausreichend vielen und wirksamen Antikérpern die
ins Gewebe eindringenden Antigene durch neutrophile Granulozyten zu
beseitigen, verldauft die Entziindung oberflachlich und eine Gewebedestruktion
bleibt aus (Seymour 1991). In diesem Stadium kann es zur restitutio ad integrum

kommen.
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2.3.4. Aktivierung der Monozyten

Wie erwihnt entsteht die Parodontitis fast immer aus einer Gingivitis, nicht aus
jeder Gingivitis entwickelt sich jedoch zwangsldufig eine Parodontitis (Saxe et
al. 1967). Bei einer Gingivitis findet man vornehmlich T-Lymphozyten im
Infiltrat und der systemische Lymphozytentiter ist nur minimal erhéht oder
entspricht dem Serumniveau (Kabashima et al. 1991).

Histologisch 1ist der Unterschied zwischen einer Gingivitis und einer
Parodontitis durch den Ubergang von einer T-Zell dominierten zu einer B-Zell
dominierten Lision charakterisiert (Page und Schroder 1976). Die Anzahl der
Bakterien nimmt zu und im Zuge der parodontalen Taschenbildung etabliert sich
eine subgingivale Plaque (Miiller 2001). In der Sulkusfliissigkeit von Patienten
mit fortgeschrittener Parodontitis konnte eine erhohte Konzentration von
spezifischen Antikdrpern gegen vier Mikroorganismen der pathogenen Plaque
(Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis,
Prevotella intermedia, und Fusobacterium nucleatum) nachgewiesen werden
(Plombas et al. 2002), wédhrend bei initialer Parodontitis kein oder nur ein
minimal erhohter Antikorpertiter festzustellen war (Tanner et al. 2000). Auch
die Zusammensetzung der Keimflora é&dndert sich: wéhrend die
Streptokokkenpopulation abnimmt, vermehren sich anaerobe Aktinomyceten
und gramnegative Kokken bzw. Stibchen. Eine ldnger andauernde Entziindung
fiihrt meist zur Umwandlung des Saumepithels in das so genannte
Taschenepithel. Durch eine vermehrte Proliferationsrate im basalen Bereich
migriert das Saumepithel progredient nach apikal und weist eine erhdhte
Permeabilitdt flir groBBere Molekiile auf (Miiller, 2001). Bakterien infiltrieren das
Epithelgewebe, was eine hohere Konzentration an bakteriellen Produkten, vor
allem der Lipopolysaccharide (LPS) zur Folge hat. Endothelzellen der
subepithelialen Blutgefidle bilden, durch die verstirkte Anwesenheit von LPS

angeregt, zusdtzliche Integrine. Analog zum ICAM-1 bei den neutrophilen
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Granulozyten, fiihrt nun das ,,Endothelial cell adhesion molecule-1*“ (ECAM-1)
zur Diapedese von Monozyten. Diese sind die Vertreter des
retikuloendothelialen Systems (RES) (Kornman et al. 1997). Die Monozyten
differenzieren sich im Gewebe zu Makrophagen. Diese sind wichtige
Effektorzellen sowohl der angeborenen als auch der erworbenen Immunabwehr,
die eine Vielzahl von Zytokinen sezernieren. Dazu zéhlen unter anderem IL-1a
und IL-1B (Stashenko & Obernesser 1991), TNF-a (Salvi et al. 1997),
Interferon-y (IFN-y) (Page 1991), sowie Prostaglandin E2 (PGE-2) (Offenbacher
et al. 1994). Aullerdem phagozytieren sie Bakterien und priasentieren den CD4-
Helferzellen die Antigene iiber MHC-II-Komplexe.

Schon in frilhen Entwicklungsstadien, wéhrend der Phase der
Antigenpriasentation und T-Zell-Proliferation, differenzieren sich drei
verschiedene Formen von T-Helferzellen (TH-1, TH-2 und TH-3 Zellen) aus
TH-Vorlduferzellen (Mc Donald 1999). Sie setzen verschiedene Arten von
Zytokinen frei: TH-1-Zellen sezernieren iiberwiegend IL-2, IL-12, Interferon-y
(IFN-y) und TNF-a. Die TH-1-Zellen aktivieren so die angeborene,
monozytische und proinflammatorische Immunreaktion. IFN-y gilt als der
starkste makrophagenaktivierende Faktor (Abbas et al. 1996). TH-2-Zellen
exprimieren vor allem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13, was zu einer
Immunantwort des adaptiven Immunsystems fiihrt (Offenbacher et al. 1996).
Die Differenzierung von B-Lymphozyten zu Antikérper produzierenden
Plasmazellen wird angeregt, sowie eine entziindliche Makrophagenaktivierung
unterdriickt. Die von den Plasmazellen freigesetzten Immunglobuline schiitzen
den Wirt unter anderem durch Hemmung der bakteriellen Adhérenz,
Inaktivierung der bakteriellen Toxine und Opsonierung der Antigene
(Offenbacher et al. 1994). TH-3-Zellen sezernieren den ,,Secrete Transforming
Growth Factor (TGF-B), der ein antiinflammatorisch wirksames Zytokin ist,
von dem 3 Isoformen (TGF-B 1-3) bekannt sind (Lin et al. 2006, Kinane 2002).

Die Dominanz von TH-1 oder TH-2 Zellen und das damit jeweils
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vorherrschende Zytokinprofil scheint fiir den Verlauf der parodontalen
Erkrankung, insbesondere fiir die Progression und die Gewebezerstorung,

entscheidend zu sein (Gemmell et al. 2002).

2.3.5. Gewebezerstorung

Klinisch imponiert die fortgeschrittene Parodontitis durch progredienten
Attachmentverlust und Knochenabbau. Das beim Gesunden bestehende
Gleichgewicht zwischen Resorption und Synthese kollagener und ossdrer
Strukturen verschiebt sich zugunsten der abbauenden Prozesse. Die Destruktion
kann auf drei Wegen initiiert werden.

Erstens konnen parodontopathogene Mikroorganismen proteolytische Enzyme
sezernieren, die das Gewebe direkt schdadigen. Zweitens regen die bakteriellen
Produkte, wie LPS, Enzyme oder Toxine die Sekretion von gewebeauflosenden
Enzymen an. Drittens konnen bakterielle Zellfragmente selbst Makrophagen und
Lymphozyten zur Zytokinexpression anregen (Birkendal-Hansen et al. 1993).
Die sich ausbreitende Entziindung hat zur Folge, dass Entziindungsmediatoren
vermehrt freigesetzt werden. PGE-2, IL-1p und TNF-a vermitteln die
charakteristische Knochen- sowie Bindegewebsdestruktion der Parodontitis.
Sowohl das Entziindungsinfiltrat als auch der mikrobielle Biofilm konnen sich
somit in apikaler Richtung ausbreiten. Der Schweregrad der Parodontitis steht in
direkter Beziehung zum Ausmal} der Entziindungsreaktion, reprasentiert durch
die Produktion von PGE-2, IL-1B und TNF-a (Shapira et al. 1994). PGE-2
vermittelt den Knochenabbau, indem es Osteoklasten aktiviert. Neben Zytokinen
sezernieren Makrophagen auch gewebeabbauende Enzyme, insbesondere
Matrixmetalloproteinasen (MMP). Sie bauen Kollagen direkt ab und nehmen so
eine herausragende Stellung bei der Gewebedestruktion der extrazelluldren
Matrix ein. Auch parodontale Fibroblasten und neutrophile Granulozyten, die

physiologischerweise eher protektiv wirken, produzieren nun unter dem Einfluss
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von proinflammatorischen Zytokinen Matrixmetalloproteinasen (Reynolds und
Meikle 1997). Die sich vertiefenden parodontalen Taschen bieten den
vornehmlich ~ anaeroben  parodontopathogenen = Keimen  verbesserte
Lebensbedingungen, indem die Bakterien vor Sauerstoff geschiitzt werden und
durch die vermehrte Produktion von Sulkusfliissigkeit zunehmend Nihrstoffe
erhalten. Ein ,,circulus vitiosus‘ entsteht.

Neuere Forschungen zeigten, dass ein weiteres potentes Regelsystem fiir den
Knochenumbau existiert, das sog. RANK/RANKL- System. Dabei steht
,RANKL fiir ,,receptor activator for nuclear factor kappa ligand*, ein Faktor,
der auf Osteoblasten, Fibroblasten, Lymphozyten, Gefdl3-, Endothelzellen und
anderen Zellen vorkommt. Der passende Rezeptor (RANK) befindet sich auf der
Oberfliche von Osteoklasten und deren Vorlduferzellen. Bindet RANKL an
diesen Rezeptor kommt es zu einer Aktivierung reifer Osteoklasten sowie zu
einer gesteigerten Differenzierung von Vorlduferzellen der Osteoklasten. Die
Regulation erfolgt durch Osteoprotegrin (OPG), das RANK inaktiviert. Das
Verhiltnis von RANKL zu OPG scheint dabei entscheidend fiir das Vorliegen
von Knochenresorption oder -synthese zu sein. In vielen Fillen fiihrt dabei ein
Ubergewicht von RANKL zu gesteigertem Knochenabbau (Gotz et. al. 2008).
Damit kann das RANKL-System einen wichtigen Einfluss auf die Pathogenese
der Parodontitis haben. So wiesen Wara-aswapati et al. (2007) einen erhdhte
RANKL mRNA-Spiegel im parodontalen Gewebe und eine vermehrte
RANKL/OPG Expression bei chronischer Parodontitis nach.
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2.4. Rolle des Interleukin-1 bei der Pathogenese der Parodontitis

Interleukin-1 gehort als proinflammatorisches Zytokin zu den wichtigsten
entziindungsfordernden Signalstoffen des Immunsystems. Man unterscheidet
IL-1a und IL-1B. Sie haben ein Molekulargewicht von jeweils 17,5 kDa und
verhalten sich agonistisch zueinander. IL-1a wirkt vor allem membrangebunden,
wiahrend IL-1P iiberwiegend sezerniert wird. Zur IL-1 Familie zahlt auch der
IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1RA) (Dinarello 1994). Die Polypeptide der 1L-1
Familie binden an zwei unterschiedliche Rezeptoren (IL-1RI und IL-1RII),
wobei der IL-1RI-Rezeptor der eigentliche Initiator fiir die Signaltransduktion
von IL-la und IL-1B ist. IL-1B bindet zwar auch an den IL-1RII Rezeptor,
allerdings ohne eine Signalumsetzung zu induzieren. IL-1RA ist bei der
Signaltransduktion ein kompetitiver Hemmstoff (Colotta et al. 1993, Sims et al.
1994).

IL-1 wird von sehr vielen unterschiedlichen Zelltypen produziert, vor allem aber
von Monozyten und Makrophagen (Matsuki et al. 1991). IL-1 regt die Bildung
von Adhisionsmolekiilen auf Fibroblasten, endothelialen Zellen und den Zellen
des Immunsystems, wie zum Beispiel Lymphozyten und Monozyten, an und
inititert und regelt damit die Leukodiapedese (Takahashi et al. 1994). IL-1
Rezeptoren ermoglichen es Lymphozyten und Makrophagen, sich direkt an das
Bindegewebe zu heften und zu ortsansdssigen Zellen des entziindlichen
Infiltrates zu werden (Hayashi et al. 1994).

IL-1a aktiviert unter anderem bei Monozyten und Fibroblasten eine verstérkte
Freisetzung von PGE2 und Matrixmetalloproteinasen (MMP) (Birkedal-Hansen
1993), hemmt gleichzeitig die Kollagensynthese und steigert die
Kollagenaseproduktion (Stashenko und Jandinski 1991). Die regenerative
Kollagenbildung wird unterdriickt und damit ein Zusammenbruch von
Weichgewebe bewirkt. PGE2 fithrt an den subepithelialen Gefdlen zur

Vasodilatation und erhohter Permeabilitit, was die Leukodiapedese zusitzlich
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erleichtert (Gemell et al. 1997; Salvi et al. 1997). Dariiber hinaus wirkt IL-1a
aktivierend auf Osteoklasten und induziert somit einen Knochenabbau
(Stashenko et al. 1987). Je hoher der Interleukin-1 Spiegel ist, desto
progredienter und ausgedehnter findet die Destruktion statt. Andere Interleukine,
wie IL-10 und IL-11, die normalerweise die Expression von IL-1 hemmen,
scheinen bei der Regulation der IL-1 Freisetzung eine wichtige Rolle zu spielen
(Seymour und Gemmell 2001). IL-1f und TNF-a regen an Makrophagen
(autokriner Wirkmechanismus) und Fibroblasten (parakriner Wirkmechanismus)
die Sekretion von IL-6 an, das an Plasmazellen zu einer verstirkten Sekretion
von Immunglobulinen fiihrt. Somit wird auch die humorale, adaptive
Immunabwehr durch IL-1p verstarkt (Gemmell et al. 1997).

Preiss und Meyle (1994) konnten einen Zusammenhang zwischen Parodontitis
und einem erhohten IL-1B Spiegel in der Sulkusfliissigkeit nachweisen.
Jandinski et al. (1991) fanden einen erhohten IL-1P Spiegel bei Parodontitis-
Patienten im parodontalen Gewebe. Stashenko et al. (1991) verglichen die IL-1
Konzentration bei Patienten, die an aktiver und inaktiver Parodontitis litten, mit
der von gesunden Probanden. Die Patienten mit der aktiven Form der
Parodontitis zeigten eine signifikant hohere Konzentration von IL-1f, als die mit
der passiven Form und die gesunden Probanden. Im Tierversuch mit Primaten
reduzierte sich unter dem Einfluss von Porphyromonas gingivalis bei lokaler
Applikation von IL-1 bzw. TNF-a Rezeptorblockern der bindegewebige
Attachmentverlust um fast 51% und der Verlust der alveolaren Knochenhdhe
um beinahe 91% (Delima et al. 2001). Ferreira et al. (2008) wiesen eine
unabhidngige und additive Modulation des IL-1 Spiegels im parodontalen
Gewebe in Abhdngigkeit von dem IL-1p +3954 Polymorphismus und dem
Nachweis von Bakterien des ,,red complex* nach. So wird in verschiedenen
Studien dem IL-1 eine entscheidende Rolle bei der Zerstérung parodontalen
Gewebes und beim Knochenverlust zugesprochen (Taubman et al. 2001, Graves

et al. 2003).
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2.5. Erkrankungsrisiko

Genetische Varianten und Umwelteinfliisse einschlieBlich der bakteriellen
Infektion, sind die entscheidenden Determinanten fiir phinotypische
Unterschiede zwischen Individuen. Es gibt extreme Szenarien, in denen ein
einzelner Umweltfaktor oder eine genetische Variante unabhéngig von anderen
Einfliissen fiir die Auspridgung einer Erkrankung verantwortlich ist. Meist wird
jedoch das Risiko fiir eine Erkrankung, so auch bei der Parodontitis, von einer
Kombination aus beiden Faktoren bestimmt (Kinane und Hart 2003).

Viele Umweltfaktoren, die moglicherweise zwischen Gesundheit und Krankheit
entscheiden, sind inzwischen bekannt. So gilt als belegt, dass die Pathogenese
der marginalen Parodontitis durch sozio6konomische Faktoren, wie Stress (van
Dyke und Sheilesh 2005), durch Rauchen (Hyman und Reid 2003), und durch
systemische Erkrankungen, wie Diabetes mellitus (Southerland et al. 2006) und
HIV (Alpagot et al. 2004), negativ beeinflusst wird. Auch das Alter der
Patienten wird von einigen Autoren als Risikofaktor fiir eine parodontale
Erkrankung gesehen (Eklund und Burt 1994, Burt 1992).

Oft bleibt jedoch ungeklart, warum es trotz sehr dhnlicher Ausgangssituation bei
dem einen Patienten zur phidnotypischen Expression einer Parodontitis kommt
und beim anderen nicht (Offenbacher et al. 1996).

In den letzten Jahren sind immer wieder erbliche Einflussfaktoren, wie genetisch
bedingte Leukozytendefekte und eine gestorte Phagozytoseaktivitit der
neutrophilen Granulozyten, intensiv diskutiert worden (Michalowicz 1993 und
1994). Sowohl die Zwillingsstudien (Michalowicz 1994) als auch die klinischen
Untersuchungen, die sich mit der familidren H&ufung der Parodontitis
beschiftigten (Hart und Kornman 1997), lassen den Schluss zu, dass die Genetik
in der Pathogenese der Parodontitis eine wichtige Rolle spielt. Der erblich
bedingte Anteil des Risikos, an chronischer Parodontitis zu erkranken, wird von

Michalowicz et al. (2000) auf bis zu 50% eingeschitzt. Zur Aufkldarung des
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genetischen  Hintergrundes  unterschiedlicher =~ Erkrankungen  werden
Einzelnukleotidpolymorphismen seit ldangerem intensiv erforscht. Sturch et al.
(2008) berichten, dass das Risiko fiir an Diabetes Typ II erkrankte Patienten,
eine Parodontitis zu entwickeln, durch eine Genvariante des IL-1 zusétzlich

erhoht wird.

2.6. Genpolymorphismen

Als genetischer Polymorphismus wird eine Mutation an einer bestimmten
Lokalisation der DNA-Sequenz bezeichnet (Passarge 1994). Die Genvariante
(das Allel) ist nur dann als Polymorphismus definiert, wenn die Privalenz in
einer Population tiber 1% liegt. Ansonsten spricht man nur von einer Mutation.
Man unterscheidet drei Arten von Polymorphismen. Ein Einzelnukleotid-
polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) ist ein Austausch
eines Nukleotides im DNA-Molekiil. Bei Insertions- und Deletionspolymor-
phismen kommt es zum Einbau bzw. zum Verlust von mindestens einem
Nukleotid. Eine Multiplikation ist eine, auch mehrfache, Wiederholung einer
Basensequenz. Die Bezeichnung hierfiir ist ,,variable number tandem repeat
(VNTR)*“ oder ,Satellit“. Je nach Lénge der wiederholten Sequenz wird
zwischen Mini- und Mikro-Satellit unterschieden.

Polymorphsimen konnen an funktionell verschiedenen Lokalisationen des Gens,
wie Intron, Exon oder nicht transkribierten Abschnitten vorkommen. Es gibt
funktionelle und nicht funktionelle Polymorphismen. Funktionell wirksame
Polymorphismen sorgen, je nach Lage innerhalb eines Gens, fiir eine verdnderte
Expressionsstirke des kodierten Proteins (z.B. Promoterpolymorphismus), oder
fiir eine, meist geringfiigige, Verdnderung der Molekiilstuktur mit teilweisem

oder vollstindigem Funktionsverlust.
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Es gibt auch Polymorphismen, die keine funktionelle Bedeutung erlangen (z.B.
Lage in Genen, an Stellen, die nicht translatiert bzw. exprimiert werden). Gene,
die ein bestimmtes Molekiil (zum Beispiel IL-1a, IL-1p oder IL-1RA) kodieren,
konnen also bei verschiedenen Individuen mit unterschiedlichen Basen- oder
Aminosdurensequenzen vorkommen. In Bezug auf marginale Parodontitiden
sind nur bestimmte genetische Polymorphismen von Interesse (Sanderink et al.
2004). Das Augenmerk richtete sich vor allem auf Mutationen von Genen
immunulogisch wichtiger Botenstoffe und Rezeptoren (Folwaczny et al. 2004).
Die Hypothese hierbei ist, dass funktionell wirksame Polymorphismen eine
Auswirkung auf die individuelle Immunreaktion des Wirts haben (Wilson und
Kalmar 1996). Individuen mit einem positiven Genotyp des IL-1B
Polymorphismus produzierten beispielsweise auf einen bakteriellen Reiz ca.
viermal mehr IL-18 als Individuen mit einem negativen Genotyp (Hart und
Kornman 1997, Kornman et al. 1997, Page 1999). In verschiedenen Studien
konnten Zusammenhéinge zwischen chronisch entziindlichen Erkrankungen und
Polymorphismen nachgewiesen werden. So zeigten Glas et al. (2007 und 2008)
einen Zusammenhang zwischen Morbus Crohn sowie Colitis Ulcerosa und
verschiedenen Polymorphismen. Weiterhin wurden Verbindungen zwischen
Mutationen auf dem IL-1 Gen und Entziindungserkrankungen (Cox et al. 1998,
Murphy et al. 2000) und Diabetes (Guzman et al. 2003) beschrieben. Man geht
wegen des Vererbungsmusters und des ,,qunatitativen2 klinischen Bilds davon
aus, dass in der Hauptsache mehrere polymorphe Gene einen signifikanten
Einfluss auch auf die Pathogenese und das Erkrankungsrisiko der Parodontitis
haben konnen (Aldred et al. 1998). So bewirkt das TNF-a-308a Allel eine
erhohte Produktion dieses Zytokins (Kohal und Dennison 2000) Weiterhin sind
fiir Polymorphismen anderer Gene, wie die von FcyRIII (CD16), IL-1, IL-2, IL-
10, NAT-2, ACE, ET-1 und TGF-B, Zusammenhinge mit der chronischen

Parodontitis beschrieben.
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2.7. Pathogenetische Wirkung von Polymorphismen des Interleukin-1 auf die

Manifestation einer chronischen Parodontitis

Die drei IL-1 Gene IL-1A, IL-1B und IL-1RN liegen in einem Cluster auf
Chromosom 2 in der Region q13-g21, welche mehr als 430 Kilobasen umfasst.
Sie kodieren die Zytokine IL-1a, IL-1B und den Rezeptorantagonisten IL-RA
(Nicklin et al. 1994). In diesem Bereich wurden mehrere Genpolymorphismen
nachgewiesen. Sowohl zwischen den SNPs IL-1B-31 (rs1143627) und
IL-1B-511 (rs16944), als auch zwischen IL-1A-889 (rs1800587) und
IL-1A+4845 (rs17561), sowie zwischen IL-1RN Intron2 VNTR (rs2234663)
und IL-1RN+2018 (rs419598) existiert eine starke genetische Kopplung
(,,linkage disequilibrium*), die in verschiedenen epidemiologischen Studien
bestitigt wurde (Clay et al. 1996, Parks et al. 2004, Ikehara et al. 2006).
Im Zusammenhang mit Parodontitiden wurden die Polymorphismen
IL-1B+C3954T  (rs1143634), IL-1B-T511C  (rs16944), IL-1B-T31C
(rs1143627), IL-IRN+T2018C (rs419598), IL-1A+G4848T (rs17561),
IL-1A-C889T (rs1800587) und IL-1RN Intron2 VNTR (rs2234663) vielfach
beschrieben und untersucht.

In einer Gruppe von 99 Nichtrauchern stellten Kornman et al. (1997) erstmals
einen Zusammenhang zwischen dem zusammengesetzten IL-1 Polymorphismus
von IL-1A-889 und IL-1B+3954 mit dem Schweregrad der chronischen
Parodontitis fest. In dieser Studie unterschied man Patienten mit ausgepragter
Parodontitis von solchen mit milderen Formen. Dabei zeigte sich, dass bei
positivem IL-1B-Genotyp eine 20-mal hohere Wahrscheinlichkeit besteht, eine
schwere parodontale Erkrankung im Alter von > 40 Jahren zu entwickeln, als
bei negativem Genotyp. Diese Assoziation mit dem Schweregrad wurde auch
von anderen Untersuchungen bestdtigt (Galbraith et al. 1999, McDevitt et al.
2000).
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Wagner et al. (2007) und Lang et al. (2000) konnten ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen den SNPs IL-1A-889 und IL-1B+3954 und der
chronischen Parodontitis beobachten. In der groen Mehrheit von Studien, die
sich mit diesem Thema beschéftigten, wie etwa Papapanou et al. (2001), konnte
diese Assoziation demgegeniiber nicht nachweisen werden. Hier wiesen jedoch
die Polymorphismen IL-1A-889 und IL-1B+3953 innerhalb der Patienten eine
Assoziation mit dem Schweregrad der Erkrankung und der Antikorperreaktion
gegen die subgingivale Mikroflora auf. Diesen Trend bestétigten auch Cullinam
et al. (2001). Rogers et al. (2002) konnten eine Verbindung zwischen dem IL-
1B+3954 Polymorphismus und der chronischen Parodontitis finden, wéhrend
IL-1A-889 und die Kombination aus beiden Varianten keine Assoziation
zeigten. In einer anderen Studie konnte eine signifikante Erhéhung der IL-
1B+3953 Allel 2 Frequenz und der Haufigkeit des TNF-0-308 Allel 1 bei
Patienten mit fortgeschrittener Parodontitis gezeigt werden (Galbraith et al.
1999).

Komatsu et al. (2008) untersuchten mehrere Polymorphismen des IL-1. Sie
konnten eine Assoziation zwischen chronischer Parodontitis und dem IL-
RN+2018 Polymorphismus nachweisen und fanden ein geringeres
Erkrankungsrisiko  fiir Triger des IL-RN+2018C Allels. Bei den
Polymorphismen IL-1B-31 und IL-1A+4848 konnte nur eine tendenzielle
Haufung in der Untersuchungsgruppe, aber keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden. Agraval et al. (2006) konnten einen hochsignifikanten
Unterschied fiir den zusammengesetzten Polymorphismus aus IL-1A+4848 und
IL-1B+3954 (IL-1A Allel 2 und IL-1B Allel 2) bei schwerer Parodontitis
feststellen. Sakellari et al. (2006) untersuchten neben Polymorphismen der Gene
IL-1A+3954 und IL-1B+4845 auch den Mini-Satelliten-Polymorphismus
IL-1RN VNTR intron 2. Dabei konnten sie keinen signifikanten Zusammenhang

mit parodontalen Erkrankungen herstellen, wihrend Berdeli et al. (2006) eine
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Assoziation zwischen dem Allel 2 des IL-1IRN VNTR und der chronischen,
sowie auch der aggressiven Parodontitis fanden.

Auf gleiche Art und Weise wurden auch andere Formen der Parodontitis mit
Polymorphismen in Korrelation gebracht. Parkhill et al. (2000) beschrieben,
dass die Polymorphismen IL-1A+3954 und IL-1RN VNTR in Kombination mit
Zigarettenrauchen Risikofaktoren fiir frith beginnende Parodontitis (EOP) zu
sein scheinen. Dagegen konnten andere Studien diese Zusammenhinge
zwischen IL-1 Polymorphismen und der EOP nicht bestitigen. Sie lassen
Zweifel am Nutzen dieser Gene als Marker bei dieser Parodontitisform
aufkommen (Walker et al. 2000, Hodge et al. 2001).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Ergebnisse bislang
uneinheitlich sind, was vor allem auf die zu kleinen Studienpopulationen
zuriickzufiihren ist. Kiirzlich konnten Fiebig et al. (2008) in einer grofen
kaukasischen Studienpopulation keine Assoziation zwischen verschiedenen
Polymorphismen des IL-1 Genclusters und der aggressiven Parodontitis
herstellen. Bislang fehlen Studien, die Polymorphismen des IL-1 Gens als
Risikofaktor fiir die chronische Parodontitis in einer groen Population
untersuchen. In der vorliegenden Arbeit stand schlieBlich eine vergleichsweise

grofle Anzahl an Probanden zur Verfiigung.
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3. Zielsetzung der Studie

Die vorliegende Studie sollte die Assoziation zwischen zwei Polymorphismen
des IL-1A Gens (IL-1A+4848 1rs17561, IL-1A-889 rs1800587), drei
Polymorphismen des IL-1B Gens (IL-1B+3954 rs1143634, IL-1B-31
rs1143627, IL-1B-511 rs16944) und zwei Polymorphismen des IL-1 RN Gens
(IL-1RN+2018 rs419598), einer davon ein Minisatellit (IL-1RN Intron2 VNTR
rs2234663), und der klinischen Manifestation der chronischen Parodontitis
untersuchen. Die Assoziation sollte neben dem Gesamtkollektiv auch
stratifiziert nach verschiedenen, pathogenetisch relevanten Merkmalen, wie

Geschlecht oder Rauchen, gepruft werden.
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4. Material und Methode

4.1. Studienpopulation

4.1.1. Auswabhl der Studienpopulation

Personen mit systemischen Erkrankungen wie HIV, Diabetes, Osteoporose und
Blutungsleiden wurden nicht in die Studienpopulation aufgenommen. Ebenso
wurden Patienten mit regelmdfiger Medikamenteneinnahme, insbesondere
Antihistaminika, Eisenprdparate und Antiphlogistika, sowie Schwangere
ausgeschlossen. Fiir die Gruppe der an Parodontitis erkrankten Probanden
wurden 402 Patienten der Poliklinik fiir Zahnerhaltung und Parodontologie der
Ludwig-Maximilians-Universitdt ausgewdhlt (P1-P402). Thr gegeniibergestellt
war eine Kontrollgruppe von 792 Personen (B1-B792), die eine Zufallsauswahl
aus der miinchner Bevolkerung darstellte. Die Daten der Kontroll- und
Untersuchungsgruppe sind in Tabelle 9 unter Punkt ,,6. Ergebnisse* zu finden.
Alle Teilnehmer wurden iiber Ziel, Art und Inhalt der Studie aufgeklirt und

mussten eine schriftliche Einverstandniserkldarung unterzeichnen.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitdt genehmigt (290/01).
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4.1.2. Befunderhebung

Das Vorliegen einer ,,generalisierten, chronischen Parodontitis* wurde anhand
einer kombinierten radiologischen und klinischen  Befunderhebung

diagnostiziert:

An jedem Zahn wurde eine 6-Punkt-Taschensondierungstiefenmessung (TST)
durchgefiihrt, wobei Provokation einer Blutung notiert wurde (,,bleeding on
probing“, BOP). Die Lokalisation der MeBpunkte war mesiobukkal,
zentrobukkal, distobukkal, distolingual, zentrolingual und mesiolingual. Die
Messung erfolgte entlang der Zahnachse vom Gingivalsaum zum Sulkusboden
mit Hilfe einer Parodontalsonde PCP 10 (Hu-Friedy Europe, Leimen,
Deutschland). Der Furkationsbefall wurde mit einer Naber Sonde Typ PQ2N
(Hu-Friedy Europe, Leimen, Deutschland) in horizontaler Richtung vom
Furkationseingang bis zum Defektboden gemessen. Die Einteilung erfolgte

anhand der Klassifikation von Nyman und Lindhe (1997)

Grad I: horizontaler Attachmentverlust bis 3mm
Grad II: horizontaler Attachmentverlust {iber 3mm, nicht durchgingig

Grad III: Furkation durchgingig sondierbar

Auch die Zahnlockerung wurde in drei verschiedene Klassen eingeteilt:

Grad I: Zahnkrone bis zu Imm auslenkbar
Grad II: Zahnkrone uber Imm auslenkbar
Grad III: Beweglichkeit des Zahnes auf Wangen und Zungendruck

und/oder in axialer Richtung

Zusitzlich zum klinischen Befund wurde ein rontgenologischer Befund erhoben.

Zur Beurteilung des Knochenniveaus wurde bei Patienten der
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Untersuchungsgruppe ein Orthopanthomogramm angefertigt. Dabei wurde die
Distanz zwischen Limbus alveolaris und der Schmelz-Zement-Grenze als
Zeichen des Knochenverlusts bestimmt. Werte von >1mm zirkuldr um den
betroffenen Zahn wurden als Attachmentverlust interpretiert. Bei der
Kontrollgruppe wurde, sofern kein aktuelles Orthopantomogramm zur
Verfiigung stand, aus ethischen Griinden auf die gesonderte Anfertigung eines

Rontgenbildes verzichtet.

4.1.3. Auswabhlkriterien fiir die Untersuchungsgruppe

Um in die Untersuchungsgruppe aufgenommen zu werden, mussten folgende

Kriterien erfullt sein:

1. Mindestens 5 Zéhne mussten eine Taschensondierungstiefe iiber 5 mm
oder einen Furkationsbefall vom Grad II oder III aufweisen
2. Der Abstand des Limbus alveolaris zur Schmelz-Zement-Grenze sollte

zirkuldr mindestens 3 mm betragen

4.1.4. Auswabhlkriterien fiir die Kontrollgruppe

Folgende Auswahlkriterien wurden fiir die Kontrollgruppe festgelegt:

1. Personen der Kontrollgruppe sollten keinerlei Anzeichen einer
Parodontitis aufweisen sowie in den letzten fiinf Jahren keine
systematische Parodontaltherapie erhalten haben

2. Mindestens 22 Zihne sollten noch in situ sein

3. Es durften keine Anzeichen eines marginalen Knochenabbaus vorhanden

sein.
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4.2. Blutentnahme

Allen Patienten wurden 9 ml vendsen Blutes aus der Armbeuge entnommen. Die
dabei verwendeten sterilen Rohrchen (Monovette®, Sarstadt, Niimbrecht)
enthielten 1,6 mg Kalium-EDTA-Losung pro ml Blut. Die Patientendaten
wurden aufgenommen, wobei zur Anonymisierung jeder Blutprobe eine

Nummer zugeteilt wurde.

4.2.1. Aufbereitung der Blutproben

Die Weiterverarbeitung des gewonnenen Blutes erfolgte mit Hilfe von zwei

unterschiedlichen Methoden innerhalb eines Tages:

1. Mit 2000 U/min wurde das Vollblut zentrifugiert, dann das iiberstehende
Plasma entfernt. Der Buffy-coat, Leukozyten und Thrombozyten, die sich
oberhalb des Erythrozyten-Sediments abgesetzt hatten, konnte dadurch
abpipettiert und in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal3 gefiillt werden. Die Lagerung
erfolgte bei -20°C.

2. Zentrifugation und Entfernung des Plasmas wurden analog, wie unter 1.
beschrieben, durchgefiihrt. Danach wurde das Erythrozytensediment
zusammen mit dem Buffy-coat in ein 15ml Zentrifugenrohrchen gefiillt und
12ml  Erylysepuffer dazugegeben. Der Erylysepuffer (Apotheke des
Klinikums Innenstadt, LMU Miinchen) setzte sich aus 155mM NHCI,
400mM NaCl und ImM Na,EDTA zusammen. Nach zehn Minuten
Inkubation gingen die Erythrozyten vollstindig in Losung, was durch die klar
und durchsichtig werdende Fliissigkeit zu kontrollieren war. Diese wurde bei
2000 U/min zehn Minuten zentrifugiert, um eine Sedimentation der
Leukozyten zu erreichen. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das
Sediment in 3ml Ery-Lysepuffer resuspendiert und weitere fiinf Minuten mit

2000 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt, das
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Sediment in 1ml Erylysepuffer resuspendiert und fiinf Minuten bei 5000
U/min abzentrifugiert. Wiederum wurde der Uberstand verworfen. Das

erhaltene Leukozytensediment wurde bei -20°C gelagert.

4.2.1.1. DNA-Isolation unter Verwendung des QIAamp® Blood Midi Kit

In einem 15ml Zentrifugenréhrchen wurden 200ul Proteinkinase K (20mg/ml,
Quiagen) mit 2ml aufgetautem Blut/Buffycoat vermischt und 2,4ml Puffer AL
zugegeben. Die Losung wurde mindestens drei mal fiinf Sekunden auf einem
Vortex-Schiittler gemischt. Die Inkubation wurde zehn Minuten im 70°C
warmen Wasserbad durchgefiihrt. Nach Zugabe von 2ml absolutem Ethanol und
Durchmischung mittels eines Vortex-Schiittlers, wurden zunidchst 3ml der
entstandenen Losung auf eine Sédule in einem 15ml Sammelrohrchen geladen
und dieses fiir drei Minuten bei 1850 U/min zentrifugiert. Das Filtrat wurde
verworfen, dann der Rest der Losung in gleicher Weise aufgeladen, zentrifugiert
und wiederum das Filtrat verworfen. Das Waschen der Losung erfolgte in zwei
Schritten. Im ersten wurden 2ml AW1 Puffer aufgetragen, dann fiir 15 Minuten
bei 5000 U/min zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Im zweiten Schritt
wurde der Vorgang mit 2ml AW2 Puffer wiederholt. Die so isolierte DNA
wurde bei -20°C gelagert.

4.2.1.2. DNA- Isolation unter Verwendung der Aussalzmethode

Die DNA wurde nach der Aussalzmethode extrahiert (Miller et al. 1988). Basis
zur DNA Gewinnung waren die isolierten Leukozyten, die zusammen mit Sml
Kernlysepuffer in ein Zentrifugenréhrchen mit Spitzboden gefiillt wurden. Die
Zelllyse wurde durch Auf- und Abpipettieren sowie durch Mixen auf dem
Vortex-Schiittler unterstiitzt. Um die DNA freizusetzen, wurde der Zellkern mit
SDS in 1%iger Endkonzentration lysiert. Die Lésung wurde iiber Nacht nach

Zugabe von 150ul Proteinkinase-K (Endkonzentration 0,2 mg/ml) bei 37°C
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inkubiert. Zur Unterstlitzung wurde die Probe in regelmiBigen Abstdnden auf
dem Vortex-Schiittler gemischt. Ziel war es, die DNA in gescherter, vollstindig
geloster Form und nicht als zéhfliissiges, geleeartiges Aggregat zu erhalten. Um
dies zu erreichen, war es teilweise notwendig, die Inkubationszeit zu verlangern
oder weiteren Kernlysepuffer zuzufiigen. Ein Drittel des erhaltenen Volumens
wurde von einer SM Kochsalzlosung dazugegeben, geschiittelt und dann fiir
mindestens 30 Minuten bei 4°C gelagert. Dies wurde durchgefiihrt, um
Zellbestandteile und Proteine moglichst vollstaindig auszufillen. Diese
Mischung wurde bei 3000 U/min 15 Minuten lang zentrifugiert. Dabei
sedimentierten die Proteine. Danach wurde der Uberstand in ein neues GefiR
verbracht und nochmals fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
einem neuen Gefdal mit 0,6ml Isopropanol vorsichtig vermischt. Die DNA fiel
fadenformig aus, konnte mit einer verschlossenen Pasteurpipette aufgenommen
und zweimal in 70%igem Ethanol gereinigt werden. Die DNA wurde getrocknet
und dann in sterilem, bidestilliertem Wasser hydrolysiert. Um Losungen
dhnlicher Konzentration zu erhalten, variierte die Menge an zugesetztem Wasser

zwischen 50 und 300pul. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Zusammensetzung der verwendeten Materialien:

Kernlysepuffer (Apotheke Innenstadt Universitidt Miinchen):
10 mM Tris/HCI pH 8 NaCl: 5 M

400 mM NacCl

10 mM EDTA

SDS (Qiagen, Hilden, Deutschland): 20 %

Proteinase K (Qiagen, Hilden, Deutschland): 20 mg/ml
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4.2.2.3. Bestimmung der Konzentration der Nukleinsduren

Unter Verwendung der Photometrie wurde bei einer Wellenldinge von 260nm
(Absorptionsmaximum von Nukleinsduren) die Konzentration der DNA
gemessen. Dabei wird das Ergebnis mit Hilfe des Lambert-Beer schen Gesetzes

ermittelt:

¢ =Eeonm X f/ (e x d)
¢ = Konzentration (ng/ul)
Essonm = gemessener Extinktionskoeffizient bei 260 nm
f = Verdiinnungstfaktor
d = Schichtdicke (1 cm)
¢ = Extinktionskoeffizient:
ds DNA: 50 ul/ng
RNA: 40" ul/ng
Oligonukletide: 30" ul/ng

Fiir die Messung wurde ein Photometer Modell Gene Quant Pro RNA/DNA

Calculator® (Amersham Pharmacia) verwendet.
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4.2.2. Genotypisierung

4.2.2.1. Untersuchte Polymorphismen

Sieben Polymorphismen des IL-1 Gens wurden in vorliegender Studie

untersucht. Sie sind mit vollstindiger Bezeichnung und Basensequenz mit

polymorphen Basen in Tabelle 1 aufgelistet.

Polymorphismus

[L-1B+C3954T
(rs1143634)
IL-1B-T511C
(rs16944)
IL-1B-T31C
(rs1143627)
IL-1IRN+T2018C
(rs419598)
IL-1A+G4848T
(rs17561)
IL-1A-C889T
(rs1800587)

IL-1RN Intron2
VNTR (rs2234663)

Sequenz
CTCCACATTTCAGAACCTATCTTCTT[C/T|GACACATGGGAT
AACGAGGCTTATG
CTACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[A/G]GGAGCTCTCTGT
CAATTGCAGGAGC
AGCCTCCTACTTCTGCTTTTGAAAGC|C/TIATAAAAACAGC
GAGGGAGAAACTGG
TATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGC[C/TIGGATACTTGCA
AGGACCAAATGTCA
TTTTAGAAATCATCAAGCCTAGGTCA[G/T|CACCTTTTAGC
TTCCTGAGCAATGT
TCTTTAATAATAGTAACCAGGCAACA[C/T|ICATTGAAGGCT
CATATGTAAAAATC
ACTCCTATTGACCTGGAGCACAGGT[(ATCCTGGGGAAAGT
GAGGGAAATATGGACATCACATGGAACAACATCCAGGAG
ACTCAGGCCTCTAGGAGTAACTGGGTAGTGTGC)2/3/4/5/6]
TTGGTTTA

Tabelle 1: Basensequenzen der untersuchten Polymorphismen mit polymorphen Basen in eckigen Klammern
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4.2.2.2. Methoden der Genotypisierung

Die Genotypisierung der genomischen DNA-Proben erfolgte in dieser Studie

mit zwel unterschiedlichen Methoden:

1. Die Genotypisierung der Polymorphismen IL-1B-T511C (rs16944), IL-
1B+3954 (rs1143634), IL-1B-31 (rs1143627) und des Mini-Satelliten IL-
IRN Intron2 VNTR (rs2234663) wurde durch Amplifikation und
nachfolgenden Restriktionsverdau mit dem Multicycler PTC220 Dyad
(MJ Research/BIO-RAD, Hercules, CA, USA) durchgefiihrt.

2. Die Polymorphsimen IL-1B-T31C (rs1143627), IL-1B+C3954T
(rs1143634), IL-1RN+T2018C (rs419598), IL-1A+G4848T (rs17561),
und IL-1A-C889T (rs1800587) wurden mittels RT-PCR und
Schmelzkurvenanalyse mit dem LightCycler® 480 (Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland) untersucht.

Um mogliche Unterschiede in den Genotypisierungsmethoden auszuschlieB3en,
wurden mehrere hundert Proben doppelt genotypisiert. Die Ubereinstimmung

war in 100% der Félle gleich.

4.2.2.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mullis et al. (1986) beschrieben erstmals die Polymerasekettenreaktion (PCR),
die es ermdglicht, eine bestimmte Zielsequenz von DNA mit hoher Spezifitit bei
grofler Sensivitdt zu vermehren. Die zu amplifizierende Sequenz einer DNA-
Probe wird mit spezifischen, etwa 15-25 Basen langen, Primern markiert. Durch
einen zyklischen Temperaturwechsel wird mit Hilfe einer Polymerase in
Gegenwart von Desoxynucleotidtriphosphaten (dATP, dCTP, dGTP und dTTP)
in einem geeigneten Puffer ein bestimmtes Teilstlick der DNA vielfach
repliziert.
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Dieser Temperaturzyklus setzt sich aus folgenden Teilstiicken zusammen:

1. Bei 93-100°C wird die doppelstrangige DNA denaturiert.

2. Bei 37-65°C lagern sich die Primer komplementdr an das 3’-Ende der
DNA-FEinzelstringe an. Dieser Vorgang wird Annealing genannt.

3. Mit einer temperaturstabilen DNA-Polymerase werden an die Primer
Desoxynucleotidtriphosphate  angelagert. Diese  Synthese eines

koplementidren DNA-Stranges wird Extension genannt.

Denaturierung, Annealing und Extension entsprechen einem PCR-Zyklus, der
meist 30-40mal wiederholt wird. So wird die DNA exponentiell vermehrt und es
entsteht eine analysierbare Konzentration des Ziel-Abschnitts. Als letzter Schritt
schlieBt sich eine etwa 10miniitige Endextension bei etwa 72°C an, um

moglicherweise unvollstindige PCR-Produkte zu komplettieren.

Ein PCR-Ansatz setzte sich aus einem PCR-Puffer, einem aus den vier
Desoxinukleotidtriphosphaten (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), den beiden fiir die
Zielsequenz spezifischen Oligonukleotid-Primern, Magnesiumchloridlosung zur
Einstellung der durch Austestung ermittelten optimalen Mg>+-Konzentration,
der Taq-DNA-Polymerase, destilliertem Wasser zur Einstellung des
Gesamtvolumens sowie der als Matrize dienenden Ausgangs-DNA zusammen
(Tab. 2). Um eine mogliche Kontamination des Ansatzes festzustellen, wurde
jedem PCR-Ansatz eine Negativkontrolle mit Wasser anstatt der Ausgangs-
DNA beigefiigt. Fiir den Ansatz der PCR wurden die HotStar® Taq-DNA-
Polymerase von Qiagen (Hilden, Deutschland) und der dNTP-Mix von Sigma-
Aldrich (Steinheim, Deutschland) verwendet. Mit dem Multicycler PTC220
Dyad (MJ Research/BIO-RAD, Hercules, CA, USA) konnten bis zu 96 Proben

gleichzeitig amplifiziert werden.
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Konzentration
Reagens Endkonzentration Volumen
(Stammlosung)
PCR-Puffer 10 x 1 x (=1,5 mM MgCl,) 1l
dNTP-Mix 10 mM 0,2 mM 0,2 ul
5¢-Primer 10 uM 0,25 uM 0,0025 ul
3¢-Primer 10 uM 0,25 uM 0,0025 pl
DNA-Polymerase 5U0/ul 0,025 U/ul 0,05ul
MgCl, 25 mM 0,6 ul
H,O 7,6 wl
Summe 9,5ul
DNA 100 ng/pul 0,5 ul
Endvolumen 10 pl

Tabelle 2: Verwendeter PCR-Ansatz, Werte bezogen auf eine Probe

Die PCR wurde in dem Multicycler PTC220 Dyad (MJ Research/BIO-RAD
Hercules, CA, USA) durchgefiihrt. Auf die 15-miniitige Anfangsdenaturierung
bei 95°C folgten 35 PCR-Zyklen, wobei die jeweils optimale
Annealingtemperatur fiir die Primer eingestellt wurde. Darauf folgte fiir 10

Minuten die Endextension bei 72°C (Tab. 3).

PCR-Schritt Zyklenzahl | Zyklendauer Temperatur
Anfangsdenaturierung 1 15 Minuten 95°C
Denaturierung 30 Sekunden 94°C
Primerannealing 35 30 Sekunden 52°C, 55°C oder 65°C
Extension 30 Sekunden 72°C
Endextension 1 10 Minuten 72°C

Tabelle 3: Angewendete PCR- Bedingungen mit Dauer und Anzahl der Zyklen sowie der Probentemperatur

Die Primer fiir die PCR waren von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin,

Deutschland). Jeder Primer hat eine optimale Annealingtemperatur (Tab. 4), die
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in den PCR-Bedingungen beriicksichtigt wurde. Die Primer sind bereits in
fritheren Studien zum Einsatz gekommen und sind in folgenden Publikationen
beschrieben: Di Giovine et al. 1992, Mc Dowell et al. 1993, Bioque et al. 1995,
El Omar et al. 2000, Glas et al. 2004.

Primer-
Polymorphismus Primersequenzen
annealing
IL-1B+3954 GTTGTCATCAGACTTTGACC s20c
(rs1143634) TTCAGTTCATATGGACCAGA
IL-1B-31 GCTTCCACCAATACTCTTTTCCGA 5500
(rs1143627) ATATGCATACACACAAAGAGGC
IL-1B-511 TGGCATTGATCTGGTTCATC 5500
(rs16944) GTTTAGGAATCTTCCCACTT
IL-1RN
CCCCTCAGCAACACTCC
Intron 2 VNTR 65°C
GGTCAGAAGGGCAGAGA
(rs2234663)

Tabelle 4: Basensequenzen der verwendeten Primer mit Annealingtemperaturen

4.2.2.4. Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus-Analyse

Restriktionsendonukleasen konnen bestimmte DNA-Sequenzen, die mit ihrer
Komplementirsequenz identisch sind, sogenannte Palindrome, erkennen. Sie
schneiden den DNA-Strang hochspezifisch an dieser Erkennungssequenz.
Befindet sich ein Polymorphismus innerhalb dieser Erkennungssequenz, so wird
nur eine der beiden polymorphen Nukleotidpositionen geschnitten, die andere
nicht. Dieser Vorgang wird Restriktions-Fragment-Langenpolymorphismus-
Analyse (RFLP) genannt. Es entstehen unterschiedlich lange DNA-Stringe, die
mittels der Agarosegelelektrophorese nachgewiesen werden konnen. Der Ansatz
fir einen Restriktionsverdau enthielt aufler dem zu verdauenden PCR-Produkt

und dem Restriktionsenzym (TIB MOLBIOL Berlin, Deutschland) einen Puffer
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und wurde meist iiber Nacht, jedoch fiir mindestens zwei Stunden, im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die RFLP ist zur Analyse des Mini-Satelliten nicht notwendig, da das PCR-
Produkt bereits unterschiedlich lange DNA-Stringe enthielt.

Fiir die vorliegende Studie wurden die in Tabelle 5 aufgefiihrten Restriktions-

ansatze verwendet.

Reagens Konzentation Endkonzentration Volumen
Restriktionspuffer 10 x 1 x 1,25 ul
Enzym:
IL-1B+3954: Taql
L1B31: Alul 10.000 U/ml 1 U/ul 1,00 pul
IL-1B-511: Aval
H,0 0,25 pl
Summe 2,50 ul
PCR-Produkt 10,0 pl
Endvolumen 12,5 ul

Tabelle 5: Verwendeter Restriktionsansatz pro Probe

4.2.2.5. Agarosegelelektrophorese

Mittels der Agarosegelelektrophorese konnen Restriktionsfragmente ver-
schiedener GroBe aufgeschliisselt werden. Man nutzt dabei die chemische
Eigenschaft, dass geladene Molekiile in einem angelegten, elektrischen Feld je
nach Molekulargewicht und Sekundérstruktur unterschiedlich schnell wandern.
Durch Vergleich mit einem Molekulargewichtsstandard wird die Grof3e ermittelt
und die Konzentration kann grob abgeschitzt werden. Nach der Auftrennung ist
eine praparative Gewinnung eines bestimmten DNA-Fragments moglich. Dabei
wird die entsprechende Bande aus dem Gel geschnitten und gereinigt. Der
orange fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid visualisiert die Banden. Fiir

die Herstellung des Gels wurde 2,5% Agarose (Sigma-Aldich®, Steinheim,
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Deutschland) mit 200ml 1x Laufpuffer mittels Autkochen in einem
Mikrowellenofen vollstindig geldst und mit 3ul Ethidiumbromid (10 mg/ml,
Sigma) gemischt. In das Geltablett wurden zwei Gelkimme mit jeweils 20
Zdhnen eingesetzt. Nach dem Erstarren des Gels wurden sie vorsichtig gezogen
und die Pufferlésung in das Geltablett eingefiillt. In die so entstandenen
Geltaschen wurden die mit dem Auftragspuffer vermischten Proben pipettiert.
Jeweils in die erste Spur wurden 20ul einer 100bp-Leiter (Biozym, Hessisch
Oldendorf) aufgetragen. Der Lauf wurde bei 100 Volt 2 Stunden lang
durchgefiihrt. Danach konnte das Gel auf dem Transilluminator unter UV-Licht

betrachtet und fotografiert werden.

Materialien zur Herstellung der Gele:

Laufpuffer (Apotheke Innenstadt Universitdt Miinchen):
1 x TBE mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid

10 x TBE (Apotheke Innenstadt Universitdt Miinchen):
890 mM Tris

890 mM Borsaure

20 mM EDTA pH 8

6 x Auftragspuffer (Apotheke Innenstadt Universitidt Miinchen):
10 mM Tris/HCI pH 8

2 mM EDTA

20% Ficoll 400

0,25% Orange G
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Nach Verdau des PCR-Produkts mit den Restriktionsenzymen entstehen
Produkte unterschiedlicher Langen (Tab. 6). Je nach Allel wurde das Fragment
geschnitten oder es blieb unverdaut. Wie erwédhnt sind beim IL-1RN Intron 2
VNTR (rs2234663) bereits nach der Amplifikation unterschiedliche
Fragmentlingen vorhanden. Diese resultieren aus der Anzahl der

Wiederholungen des aus 86 Basenpaaren bestehenden Genabschnitts.

Polymorphismus Fragmentlingen
T: 250 bp (unverdaut)
C: 136 bp + 114 bp (verdaut)
C: 281 bp (unverdaut)
T: 184 bp + 97 bp (verdaut)
T: 304 bp (unverdaut)

C: 189 bp + 115 bp (verdaut)
Allel 1: 412 bp (4 Wiederholungen)
Allel 2: 240 bp (2 Wiederholungen)
IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663) | Allel 3: 498 bp (5 Wiederholungen)
Allel 4: 326 bp (3 Wiederholungen)
Allel 5: 584 bp (6 Wiederholungen)

IL-1B+3954 (rs1143634)

IL-1B-31 (rs1143627)

IL-1B-511 (rs16944)

Tabelle 6: Fragmentlédngen der geschnittenen und ungeschnittenen PCR-Produkte
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4.2.2.6. Real-time PCR mit dem LightCycler 480

Die Real-time PCR (RT-PCR) ist eine schnelle und zuverldssige Methode zur
Analyse von Genen (Lachnik et al. 2002). Bei der RT-PCR mit dem
Lightcycler®480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) findet nach
PCR die Detektion von PCR-Produkten sequenzspezifisch mittels
fluoreszenzmarkierter Sonden statt.

Die Anregung erfolgt tiber eine Lichtquelle. Bei der sequenzspezifischen
Detektion werden Sonden eingesetzt, die zu einem Abschnitt der zu
analysierenden DNA komplementir sind. Ein spezieller Reaktionsmix wird zu
den DNA-Proben gegeben. Dieser enthédlt taq Polymerase, Primer und
spezifische Sonden, wobei fiir die Detektion eines Polymorphismus jeweils ein
Sondenpaar benotigt wird, das aus einer Anker- und einer Sensorsonde besteht.
Beide Sonden binden in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander an die zu
analysierende Sequenz. Wird nach Anregung des Fluoreszeinmolekiils an der
Ankersonde vom Akzeptorfarbstoff der Sensorsonde Licht emittiert, sind die
Sonden korrekt an die Zielsequenz gebunden. Uber eine Schmelzkurvenanalyse
erfolgt die Ermittlung des Genotyps. Bei Bindung beider Sonden an die
Komplementirsequenz wird Fluoreszenz einer bestimmten Wellenldnge (640
nm, 670 nm) emittiert. Wird die Temperatur erhoht, schmilzt die Sonde ab und
die Fluoreszenzemission vermindert sich. Dieser Verlust des Lichtsignals bei
einer spezifischen, empirisch ermittelten Temperatur kann gemessen werden
und wird zur Bestimmung des Genotyps herangezogen. Bei einer Fehlpaarung
einer Base ist die Bindung der Sonde zum Komplementirstrang schlechter als
bei vollstindig homologer Basenpaarung, und sie schmilzt bei niedrigerer
Temperatur ab. Alle LC640/670-markierten Sonden sind am 3'-Ende durch eine
Phosphatgruppe blockiert, damit diese Sonden nicht als Primer dienen konnen
und somit in der PCR verldngert werden.

Zur Visualisierung und Auswertung der Schmelzkurven wird die Lightcycler®-

Software (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet. Sie
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ermoglicht die  Darstellung  charakteristischer =~ Maxima  bei  den
Schmelztemperaturen und die Genotypisierung der Schmelzkurven. Jedes Allel
zeigt dabei ein Maximum bei einer bestimmten Schmelztemperatur. So lassen
sich homozygoter Wildtyp, heterozygoter Trager der Mutation und homozygoter
Trager der Mutation unterscheiden. Mit Hilfe der Software konnen die Proben in
Gruppen mit gleicher Schmelztemperatur eingeteilt werden. Diese werden dann

den einzelnen Genotypen zugeordnet.

4.2.2.7. Realtime-PCR Durchfiihrung

Fiir den RT-PCR Ansatz in vorliegender Studie wurden sterilem Wasser die
beiden 3'- und 5'-Primerlosungen sowie Sonden- und Ankerlésung (TIB
MOLBIOL Berlin, Deutschland) zugefiigt und kurz auf dem Voco-Riittler
vermischt. Anschlieend wurde der Genotyping Master Mix (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) zugefiigt und vorsichtig vermengt. Mit dem
Pipettierroboter Freedom EVO® Clinical (Tecan, Médnnedorf, Schweiz) wurde
je Sul Ansatz auf Tréagerplatten fiir 384 Proben (LightCycler® 480 Multiwell
Plate 384, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) aufgebracht. Dabei
wurden Platte und Proben auf 4°C gekiihlt. Jede Probe bestand aus 0,5u1 DNA
Losung und 10ul Ansatz. Direkt im Anschluss wurde die Triagerplatte im
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) analysiert.

Fiir die RT-PCR wurden spezifische Primer der Firma TIB MOLBIOL (Berlin,
Deutschland) verwendet. Jeder Primer hat eine optimale Annealingtemperatur,
die in den PCR-Bedingungen beriicksichtigt wurde. Hinter den Primersequenzen

sind in Klammern die firmeneigenen Bezeichnungen aufgelistet (Tab. 7).
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SNP Primersequenzen (5'-3'-Richtung) Annealing
IL-1A+4848 TTTCCCTGTTTGTACTAGACTG (IL-1a F) .
(rs17561) CGTCATTCAGGATGAATTCG (IL-1a R) »C
IL-1A-889 TGTTCTACCACCTGAACTAGGC (IL1a F=IL18 F) 56 °C
(rs1800587) TGGCTAAGTTTGGGAATGGAGAT (IL1a A)
IL-1B+3954 AAACAACATGTGCTCCACATT (IL-01b F) .
(rs1143634) GTCCCTGGAGGTGGAGAG (IL1B A) 20°C
IL-1B-31 CCCTTCCATGAACCAGAGAAT (IL-01B F) 55 oC
(rs1143627) AGAGAGACTCCCTTAGCACCTA (IL-01B A)
IL-1RN+2018 ATGGTGGCTGTGCACTACA (IL2RN_S) 55 o
(rs419598) ACGGGCAAAGTGACGTGATG (ILIRN2018R)

Tabelle 7: Basensequenzen und Annealingtemperaturen der verwendeten Primer
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Auch die Sensor- und Anchorlésungen fiir die Schmelzkurvenanalyse stammen
von der Firma TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland). Hinter den Sonden-
sequenzen sind in Klammern die firmeneigenen Bezeichnungen aufgelistet. Die
polymorphe Base der Sensorsonde ist jeweils unterstrichen. Der Donorfarbstoff
Fluoreszein (-FL) und der Akzeptorfarbstoff LightCycler Red-640/670
(-LC640/-LC670) sind an die Basensequenz angehidngt (Tab. 8). Die zur
Detektion optimale Wellenldnge der Fluoreszenz des Akzeptorfarbstoffs wurde

am LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) eingestellt.

SNP Sondensequenzen (5'-3'-Richtung)
IL-1A+4848 AAGCCTAGGTCATCACCTT-FL (Sensor T)
(rs17561) LC670-TAGCTTCCTGAGCAATGTGAAATACAACTT (Anchor)
IL-1A-889 GGAAGGCATGGATTTTTACATATGAGCC-FL (IL1a Anc)
(rs1800587) LC640-TCAATGATGTTGCCTGATTACTATTATT (Sen [T]899)
IL-1B+3954 GGTGCATCGTGCACATAAGCCTCGTT-FL (hu IL-01b Anchor)
(rs1143634) LC640-TCCCATGTGTCAAAGAAGATAGGTTC (IL-01b [T] Sensor)
IL-1B-31 GGTTTGGTATCTGCCAGTTTCTCCC-FL (IL-1B-31 AN)
(rs1143627) LC640-CGCTGTTTTTATAGCTTTCAAAAG (IL-1B-31 [T])
IL-1B-511 ACAGAGAGCTCCCGAGGCAGA-FL (IL1B-511 [C))
(rs16944) LC640-AACAGCACCCAAGGTAGAGACCCACACC (IL1B-511 An)
IL-1RN+2018 ACTAGTTGCCGGATACTTGCA-FL (IL2RN2018C)
(rs419598) LC640-GGACCAAATGTCAATTTAGAAGGTGAG (IL2RN anchor)

Tabelle 8: Basensequenzen der Sensor- und Anchorlésungen. Die polymorphe Base ist unterstrichen.
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Die PCR und Schmelzkurvenanalyse wurden im LightCycler® 480, (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Auf die 15-miniitige
Anfangsdenaturierung bei 95°C folgten 35 PCR-Zyklen, wobei die jeweils
optimale Annealingtemperatur (Tab. 9) fiir die Primer eingestellt wurde. Darauf
folgte fir 10 Minuten die Endextension bei 72°C und schlieBlich die

Schmelzkurvenanalyse bei kontinuierlich ansteigender Temperatur.

RT-PCR-Schritt Zyklenzahl Zyklendauer Temperatur
Anfangsdenaturierung 1 15 Minuten 95 °C
Denaturierung 30 Sekunden 94 °C
Primeranlagerung 35 30 Sekunden 55 °C bzw. 56°C
Extension 30 Sekunden 72 °C
Endextension 1 10 Minuten 72 °C
Schmelzkurvenanalyse 1 10 Minuten variabel

Tabelle 9: Angewandte RT-PCR Bedingungen mit Dauer und Anzahl der Zyklen sowie der Probentemperatur

Zur Visualisierung und Auswertung der Schmelzkurven wurde die
Lightcycler®-Software  (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland)
verwendet. Die Proben wurden in drei Kategorien, ndmlich homozygoter
Wildtyp, heterozygoter und homozygoter Triager der Mutation eingeteilt. War
eine Schmelzkurve nicht eindeutig einem Genotypen zuzuordnen, wurde die

Probe erneut analysiert.
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5. Statistische Auswertung

Die Verteilungsanalyse der einzelnen Genotypen der Polymorphismen des IL-1
Gens wurde mittels Pearson-Chi-Test durchgefiihrt. Die Verteilung der
Genotypfrequenzen aller Proben wurde mit den bei Vorliegen eines Hardy-
Weinberg-Gleichgewichtes erwarteten Frequenzen verglichen und die
Signifikanz mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests berechnet. Zum Vergleich der
Allel-Haufigkeit zwischen den Parodontitispatienten und der Kontrollgruppe
wurde der Fisher’s-exact-Test verwendet. Die Odds-ratio wurde mit 95%-
Konfidenzintervall bestimmt. Die Signifikanz wurde fiir alle Tests auf 5%

festgelegt (p<0.05).
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6. Ergebnisse

6.1. Charakteristika der beiden Studienpopulationen

Die Studienpopulation bestand insgesamt aus 1394 mitteleuropéischen
Kaukasiern (Tab. 10). Sie setzte sich aus 402 Proben fir die
Untersuchungsgruppe der Parodontitispatienten (P-Proben) und aus 792 Proben
von gesunden Probanden fiir die Kontrollgruppe (B-Proben) zusammen. In der
Untersuchungsgruppe waren 184 weibliche und 204 mannliche Patienten,
wéhrend in der Kontrollgruppe 530 Ménner und 257 Frauen waren. Bei 19
Personen fehlten die Daten zum Geschlecht. Der Altersdurchschnitt von beiden
Gruppen lag bei 47 (P-Proben) bzw. 54 Jahren (B-Proben). Die
Parodontitisgruppe zahlte 116 Raucher und 252 Nichtraucher. Bei der
Kontrollgruppe war die Verteilung 100 zu 689. Bei insgesamt 37 Probanden

fehlten diese Angaben.

Untersuchungsgruppe Kontrollgruppe
Anzahl gesamt 402 792
mannlich 184 530
weiblich 204 257
keine Angaben zum
14 5
Geschlecht
Altersdurchschnitt 47 Jahre 54 Jahre
Alter minimal 18 31
Alter maximal 84 68
Raucher 116 100
Nichtraucher 252 689
keine Angaben zum
34 3
Rauchverhalten
Restzahnbestand 21,8 27,3

Tabelle 10: Demographische und klinische Charakteristika der beiden Studienpopulationen
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6.2. Ausgeschlossene Proben

Mehrere Proben zeigten auch nach Versuchswiederholung kein eindeutiges
Ergebnis (Tab. 11). In der Parodontitisgruppe konnten bei den einzelnen
Polymorphismen zwischen 4 und 13 Proben nicht genotypisiert werden, was
einer Ausfallrate von 1% bis 3,2% entspricht. Bei der Kontrollgruppe waren
zwischen 12 und 24 Proben ohne Ergebnis, entsprechend einer Ausfallrate von
1,5% bis 3%.

SNP Kontrollgruppe Parodontitisgruppe
B22, B65, B82, B106, B246, B397, B406,
IL-1A+4848 P125, P126, P288, P333,
B412, B425, B434, B460, B465, B473,
(rs17561) P349, P351

B613, B614, B676, B692

B22, B65, B2, B106, B246, B397, B406,

IL-1A-889 P125, P126, P288, P333,

B412, B425, B434, B460, B465, B473,

(rs1800587) P349, P351
B613, B614, B676, B692

IL-1B+3954 B22, B65, B82, B397, B412, B460, B465,
P125, P126, P288, P333

(rs1143634) B473, B613, B614, B58, B759
IL-1B-31 B22, B65, B82, B106, B246, B397, B406,
P125, P126, P288, P333
(rs1143627) B412, B460, B465, B473, B613, B614
B22, B65, B82, B106, B246, B397, B406,
IL-1B-511
B412, B460, B465, B613, B614, B676, P125, P126, P288, P333
(rs16944)
B692
IL-IRN B22, B65, B68, B82, B106, B246, B259, P125, P126, P288, P333,
B310, B355, B376, B397, B403, B404, P174, P175, P238, P239,
Intron2 VNTR
B406, B412, B446, B460, B465, B473, P283, P389, P394, P398,
(rs 2234663)
B613, B614, B676 B686, B692 P399
B22, B65, B82, B106, B246, B397, B403,
IL-1RN+2018 P125, P126, P288, P333,
B406, B412, B413, B425, B434, B460,
(rs419598) P67

B465, B473, B613, B614, B676, B692

Tabelle 11: Proben ohne eindeutiges Ergebnis
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Bei insgesamt 37 Proben fehlten die Angaben zum Rauchverhalten (Tab. 12)
und bei 19 Proben fehlten die Daten zum Geschlecht der Blutspender (Tab. 13).
Fir die statistische Auswertung der Parodontitisgruppe standen somit maximal
398 Proben zur Verfligung, die sich auf 252 Nichtraucher und 116 Raucher
sowie 184 Manner und 204 Frauen aufteilten. Bei der Kontrollgruppe waren es
780 verbleibende Proben, von denen 100 Raucher und 689 Nichtraucher, sowie
530 Ménner und 257 Frauen waren (Tab. 14).

Kontrollgruppe Parodontitisgruppe

P10, P24, P49, P88, P92, P126, P127, P129,

P131, P147, P283, P284, P285, P286, P287,

P288, P289, P290, P291, P292, P293, P294,

P295, P296, P297, P298, P299, P300, P319,
P320, P321, P322, P323, P324

B614, B679, B686

Tabelle 12: Proben mit fehlenden Angaben zum Rauchverhalten

Kontrollgruppe Parodontitisgruppe

P24, P50, P126, P127, P128, P130, P131,
P147, P290, P291, P292, P293, P294, P295

B553, B599, B614, B679, B686

Tabelle 13: Proben mit fehlenden Daten zum Geschlecht

Kontrollgruppe Parodontitisgruppe
gesamt 792 402
verbleibend 780 398
Raucher 100 116
Nichtraucher 689 252
mannlich 530 184
weiblich 257 204

Tabelle 14: Fur die Auswertung herangezogene Probenanzahlen
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6.3. Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Vergleicht man die beobachteten Verteilungen der Genotypfrequenzen von
beiden getesteten Gruppen mit den erwarteten Verteilungen bei Vorliegen eines
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes, so lassen sich keine signifikanten
Unterschiede feststellen (Tab. 15). Sowohl die Parodontitis- als auch die
Kontrollgruppe entsprechen somit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Die erwarteten Genotypfrequenzen wurden aus den beobachteten Frequenzen

nach folgenden Formeln berechnet:

Faa= fA2

FABZZXfAXfB

Fes = f|32
Faa erwartete Frequenz flr den Genotyp AA
Fgp erwartete Frequenz fur den Genotyp BB
Fas erwartete Frequenz fiir den Genotyp AB
fa beobachtete Frequenz fir Allel A
fg beobachtete Frequenz fir Allel B
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. Parodontitis i Kontrollgruppe i

Polymorphismus | Genotyp beobachtet | erwartet p-Wert beobachtet | erwartet p-Wert
GG 193 192 393 386

'L(;iﬁgﬁ‘)w GT 166 167 | 0,991 308 322 | 0,697
TT 37 36 74 67
CcC 195 196 395 386

(sisooeer) |_CT | 167 | 165 | 096 | 305 | 322 | 0602
T 34 35 75 67
cC 242 237 454 454

'('r‘sllﬁ;%%i‘)‘ CT 130 141 | 0,598 283 282 0,993
TT 26 21 43 44
IL-1B.31 T 166 174 354 338

(rs1143627) TC 195 178 | 0,418 318 350 0,202
cC 37 45 107 01
cC 165 175 348 334

'(ﬁgﬁ)l CT 198 178 | 0,349 323 352 0,202
T 35 45 107 93
TT 207 208 418 412

”‘(}151'\'9;3)18 cT 161 150 | 0984 | 293 305 | 0,745
cC 29 30 62 56

Tabelle 15: Vergleich der Genotypverteilungen beider Testgruppen mit den erwarteten Verteilungen bei

Vorliegen eines Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes mit p-Wert (Chi-Quadrat-Test)
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6.4. Verteilung der Genotypen und Haufigkeit der Allele in der

Gesamtpopulation

Bei der Verteilung der Genotypen (Tab. 16) und der Haufigkeit der Allele
(Tab. 17) konnten generell starke Parallelen zwischen dem IL-1B-31
(rs1143627) und dem IL-1B-511 (rs16944) SNP, sowie zwischen IL-1A+4848
(rs17561) und IL-1A-889 (rs1800587) festgestellt werden. Sie stehen jeweils im
Kopplungsungleichgewicht  (,,linkage  disequilibrium®)  zueinander. Die
Ergebnisse der Genotypisierung ,,Wildtyp“, ,heterozygote Mutation* und
»homozygote Mutation* sind hier (iber weite Teile identisch.

Bei der Verteilung der Genotypen zwischen Untersuchungs- und Kontrollgruppe
zeigte sich bei den beiden SNPs IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944)
ein signifikanter Unterschied (p< 0.05). In der Parodontitisgruppe ergab sich im
Vergleich mit der Kontrollgruppe eine Haufung von Trégern der heterozygoten
Mutation, wahrend die Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps
vermindert waren. Bei der Verteilung der Allele konnten insgesamt keine
signifikanten  Unterschiede zwischen den beiden Studienpopulationen
festgestellt werden (Tab. 18).

56



SNP Genotyp P-Proben n=402 B-Proben n=792| p-Wert
GG 103 | 48.7% 393 | 50.7%
IL-1A+4848 166 | 41.9% | 396 | 308 | 39.7% | 775 | 0,770
(rs17561) T 37 9.4% 74| 9.6%
L 1A889 cC 105 | 49.2% 395 | 51.0%
cT 167 | 422% | 396 | 305 | 39.4% | 775 | 0,605
(rs1800587) T 34 8.6% 75 | 9.7%
cC 242 | 60.8% 454 | 58.2%
IL-1B+3954 cT 130 | 32,7% | 398 | 283 | 363% | 780 | 0213
(rs1143634) T 26 6.5% 43 | 55%
L 1B.31 T 166 | 41.7% 354 | 455%
TC 105 | 49.0% | 398 | 318 | 408% | 779 | 0011
(rs1143627) cC 37 9.3% 107 | 13,7%
L AB.511 cC 165 | 41.5% 348 | 47,0%
Looad cT 108 | 49.7% | 398 | 323 | 415% | 778 | 0,007
(rs16944) T 35 8.8% 107 | 13,8%
11 191 | 49.1% 395 | 51,5%
LARN 12 151 | 38.8% 283 | 36.8%
Intron2 VNTR ——2 12 3% | 49 | 2L | 27% | 468 | 0786
(152234663) 22 32 8.2% 62 | 81%
23 3 0.8% 6 | 08%
33 0 0% 1 | 01%
T 207 | 52.1% 418 | 54.1%
IL-IRN+2018 161 | 40,6% | 397 | 293 | 37.9% | 773 | 0,660
(rs419598) cC 29 7.3% 62 | 80%

Tabelle 16: Genotypenverteilungen der gesamten Population mit p-Wert (Sechs-Felder Chi-Quadrat-Test)
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SNP Allel P-Proben n=804 B-Proben n=1584
IL-1A+4848 G 552 69,7% 792 1094 70,6% 1550

(rs17561) T 240 30,3% 456 29,4%

IL-1A-889 C 557 70,3% 792 1095 70,6% 1550
(rs1800587) T 235 29,7% 455 29,4%
IL-1B+3954 C 614 77,1% 796 1191 76,3% 1560
(rs1143634) T 182 22,9% 369 23,7%

IL-1B-31 T 527 66,2% 792 1026 65,9% 1558
(rs1143627) C 269 33,8% 532 34,1%

- - 0, 0,
IL-1B-511 C 528 66,3% 796 1019 65,5% 1556
(rs16944) T 268 33,7% 537 34,5%
IL-1RN 1 545 70,1% 1094 71,2%
Intron2 VNTR 2 218 28,0% 778 413 26,9% 1536
(rs 2234663) 3 15 1,9% 29 1,9%
IL-1IRN+2018 T 575 72,4% 794 1129 73,0% 1546
(rs419598) C 219 27,6% 417 27,0%
Tabelle 17: Allelfrequenzen der gesamten Population
SNP Allel P-Proben | B-Proben p-Wert OR [95 % CI]
IL-1A+4848 0 0 -
(rs17561) T 30,3% 29,4% 0,67 1,04 [0,87 - 1,26]
IL-1A-889 0 0 i
(rs1800587) T 29,7% 29,4% 0,89 1,02 [0,84 - 1,22]
IL-1B+3954 0 0 i
(rs1143634) T 22,9% 23,7% 0,68 0,96 [0,78 - 1,17]
IL-1B-31 0 0 i
(rs1143627) C 33,8% 34,1% 0,89 0,98 [0,82 - 1,18]
IL-1B-511 0 0 B
(rs16944) T 33,7% 34,5% 0,71 0,96 [0,80 — 1,15]
IL-1RN Intron 2 0 0
VNTR (1s2234663) 2 28,0% 26,9% 0,59 1,06 [0,87 - 1,28]
IL-1RN +2018 0 0
(rs419598) C 27,6% 27,0% 0,77 1,03 [0,85 - 1,25]

Tabelle 18: Risikoallele der gesamten Population mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio mit

Konfidenzintervall
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6.5. Verteilung der Genotypen und H&ufigkeit der Allele in Bezug zum

Nikotinabusus

6.5.1. Verteilung der Genotypen und Haufigkeit der Allele der Raucher

Nach Stratifikation der Gesamtpopulation hinsichtlich des Kriteriums
»Nikotinabusus® konnten weder in der Verteilung der Genotypen (Tab. 19) noch
bei der Haufigkeit der Allele (Tab. 20 und 21) signifikante Unterschiede
festgestellt werden. Auch hier konnten starke Parallelen zwischen dem IL-1B-31
(rs1143627) und dem IL-1B-511 (rs16944) SNP, sowie zwischen IL-1A+4848
(rs17561) und IL-1A-889 (rs1800587) festgestellt werden. Diese vier
Polymorphismen zeigten in der Parodontitisgruppe, verglichen mit der
Kontrollgruppe, eine Haufung von Tragern der heterozygoten Mutation,
wéhrend die Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps vermindert

waren. das Signifikanzniveau wurde nicht erreicht.
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SNP Genotyp P-Proben N=116 B- Proben N=100 | p-Wert
IL-1A+4848 GG 56 | 48,7% s 44 | 45,4% o 0,081
GT 52 | 45,2% 38 | 39,2% )
(rs17561) TT 7 | 61% 15 | 155%
IL-1A-889 cC 56 | 48,7% s 45 | 46,9% o 0,076
CT 52 | 45,2% 37 | 38,5% )
(rs1800587) TT 7 | 61% 15 | 15,6%
IL-1B+3954 cC 68 | 58,6% 6 55 | 55,6% % 0.543
CT 41 | 35,3% 34 | 34,3% )
(rs1143634) T 7| 6.0% 10 |10,1%
IL-1B-31 TT 47 | 40,5% 6 49 |50,5% o7 0177
TC 59 | 50,9% 37 |381% )
(rs1143627) cC 10 | 8,6% 11 [11,3%
IL-1B-511 cC 46 | 39,7% 6 51 | 51,5% 0 0,069
CT 62 | 53,4% 38 | 38,4% )
(rs16944) TT 8 | 69% 11 [ 11,1%
11 59 | 51,8% 58 | 60,4%
IL-1RN 12 44 | 38,6% 28 | 29,2%
Intron2 VNTR 13 3 | 26% | 114 4 | 42% | 96 0,322
22 7 6,1% 5 5,2%
(rs2234663) 23 1 | 0,9% 1 | 1,0%
33 0 0,0% 0 0,0%
IL-1RN+2018 TT 64 | 55,2% 6 60 | 62,5% o 0531
CT 46 | 39,7% 31 |32,3% )
(rs419598) cC 6 | 52% 5 | 52%
Tabelle 19: Genotypenverteilung der Raucher mit p-Wert (Sechs-Felder Chi-Quadrat-Test)
SNP Allel P-Proben n=232 B-Proben n=200
IL-1A+4848 G 164 113% | o9 126 64,9% 194

(rs17561) T 66 28,7% 68 35,1%

IL-1A-889 C 164 113% | o9 127 65,5% 194
(rs1800587) T 66 28,7% 67 34,5%
IL-1B+3954 C 177 763% | o, 144 72,7% 108
(rs1143634) T 55 23,7% 54 27,3%

IL-1B-31 T 153 659% | oo 135 69,6% ™
(rs1143627) C 79 34,1% 59 30,4%
IL-1B-511 C 154 664% | oo 140 70,0% 200
(rs16944) T 78 33,6% 60 30,0%
IL-1RN 1 165 72,4% 148 77.1%
Intron2 VNTR 2 59 25,9% 228 39 20,3% 192
(rs 2234663) 3 4 1,8% 5 2,6%
IL-1RN+2018 T 174 750% | 5o, 151 78.6% -
(rs419598) C 58 25,0% 41 21,4%

Tabelle 20: Allelfrequenzen in der Untergruppe der Raucher
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SNP Allel P-Proben | B-Proben | p-Wert OR [95 % CI]
”z;gﬁ;ﬁ;‘s T 28,7% 351% | 017 | 0,75[048-1,15]
(:tlééogg% T 28,7% 345% | 021 | 0,76[0,50 - 1,18]
'(';8111'34;36%%‘ T 23.7% 273% | 044 | 083[0,52-1,31]
(r's'i'lﬂ%g’z% C 34,1% 30,4% 0,47 1,18 [0,77 - 1,82]

'(';;Eéﬁ)l T 33,6% 300% | 047 | 1,18[0,77-181]
Vllll_'ﬁ?R(l\rlsIthBEZEGZB) 2 25.9% 203% | 020 | 1,37[0,84-223]
"-('rileggsg)lfB C 250% 214% | 042 | 1,23[0,76-1,99]

Tabelle 21: Risikoallele in der Untergruppe der Raucher mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio mit

Konfidenzintervall

6.5.2. Verteilung der Genotypen und Haufigkeit der Allele der Nichtraucher

In der Gruppe der Nichtraucher zeigte sich bei der Verteilung der Genotypen
beim IL-1B-31 (rs1143627) SNP ein signifikanter Unterschied (Tab. 22). In der
Parodontitisgruppe konnte, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine H&aufung
von Tragern der heterozygoten Mutation festgestellt werden, wahrend die
Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps vermindert waren. Der IL-
1B-511(rs16944) SNP wies zwar, wie bereits beschrieben, sehr &hnliche
Verteilungen der Genotypen auf, die Unterschiede erreichten hier jedoch mit
p=0,069 knapp nicht das Signifikanzniveau (p< 0,05). Bei der Verteilung der
Allele konnten demgegenuber keine signifikanten Assoziationen festgestellt
werden (Tab. 23 und 24).
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SNP Genotyp P-Proben n=252 B-Proben n=689 | p-Wert
GG 119 | 47,8% 348 51,5%
“Erslﬁgﬁé)lg GT 101 | 40,6% | 249 269 39,8% 676 0,342
1T 29 | 11,6% 59 8,7%
IL-1A-889 CC 121 48,6;%) 349 51,62/0
(rs1800587) CT 102 | 41,0% | 249 267 39,5% 676 0,635
1T 26 | 10,4% 60 8,9%
CC 148 | 59,2% 399 58,6%
I(Ir‘ﬂla;%%%‘ CT 83 |332% | 250 249 36,6% 681 0,215
1T 19 7,6% 33 4,8%
IL-1B-31 1T 103 | 41,2% 304 44,7%
(rs1143627) TC 123 149,2% | 250 280 41,2% 680 0,047
CC 24 9,6% 96 14,1%
IL-1B-511 CC 103 | 41,2% 297 43,7%
(rs16944) CT 123 | 49,2% | 250 285 42,0% 679 0,069
1T 24 9,6% 96 14,1%
11 120 | 49,2% 336 50,1%
0, 0,
IL-1RN g 964 328’550/? 21574 327'5320
Intron2 VNTR T 244 o 670 0,894
(1s2234663) 22 23 9,4% 57 8,5%
23 1 0,4% 5 0,7%
33 0,0% 1 0,1%
1T 128 | 51,4% 357 52,9%
I L(r:é?ll\é;sg)l 8 CT 101 | 40,6% | 249 261 38,7% 675 0,869
CC 20 8,0% 57 8,4%

Tabelle 22: Genotypenverteilung in der Untergruppe der Nichtraucher mit p-Wert (Sechs-Felder Chi-Quadrat-
Test)
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SNP Allel P-Proben n=504 B-Proben n=1378
IL-1A+4848 G 339 68,1% 498 965 71.4% 1352
(rs17561) T 159 31,9% 387 28,6%
IL-1A-889 C 344 69,1% 498 965 71.4% 1352
(rs1800587) T 154 30,9% 387 28,6%
IL-1B+3954 C 379 75,8% 500 1047 76.9% 1362
(rs1143634) T 121 24,2% 315 23,1%
- - 0, 0
IL-1B-31 T 329 65,8% 500 888 65.3% 1360
(rs1143627) C 171 34,2% 472 34,7%
IL-1B-511 C 329 65,8% 879 64.8%
(rs16944) | T | 171 | 34.2% >00 477 | 3520 | 990
IL-1RN 1 340 69,7% 943 70.4%
Intron2 VNTR | 2 141 28,9% 488 373 27,9% 1339
rs 2234663 3 7 1,4% 23 1,7%
IL-1IRN+2018 T 357 71,7% 498 975 72.2% 1350
(rs419598) C 141 28,3% 375 27,8%
Tabelle 23: Allelfrequenzen in der Untergruppe der Nichtraucher
SNP Allel P-Proben | B-Proben | p-Wert OR [95 % ClI]
IL-1A+4848 0 0 3
(rs17561) T 31,9% 28,6% 0,17 1,17 [0,93 - 1,47]
IL-1A-889 0 0 :
(rs1800587) T 30,9% 28,6% 0,36 1,12 [0,89 - 1,40]
IL-1B+3954 0 0 :
(rs1143634) T 24,2% 23,1% 0,62 1,06 [0,83 - 1,36]
IL-1B-31 0 0
(rs1143627) C 34,2% 34,7% 0,87 0,98 [0,78 —1,22]
IL-1B-511 0 0
(rs16944) T 34,2% 35,2% 0,70 0,96 [0,77 — 1,20]
IL-1RN Intron 2 0 0
VNTR (1s2234663) 2 28,9% 27,9% 0,68 1,05 [0,83 - 1,33]
IL-1RN+2018 0 0 B
(rs419598) C 28,3% 27,8% 0,82 1,03 [0,81 -1,30]

Tabelle 24: Risikoallele in der Untergruppe der Nichtraucher mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio

mit Konfidenzintervall
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6.6. Verteilung der Genotypen und Ha&ufigkeit der Allele in Bezug zum
Geschlecht

6.6.1. Verteilung der Genotypen und Haufigkeit der Allele der Manner

Die Verteilung der Genotypen (Tab. 25)von ménnlichen Probanden zeigte,

genauso wie die Haufigkeit der Allele, (Tab. 26 und 27) keine signifikanten
Unterschiede. Die starken Parallelen zwischen dem IL-1B-31 (rs1143627) und
dem IL-1B-511 (rs16944) SNP, sowie zwischen IL-1A+4848 (rs17561) und IL-
1A-889 (rs1800587) konnten auch hier beobachtet werden. Die Unterschiede

zwischen Kontroll- und Parodontitisgruppe sind geringer, als in den anderen

Untergruppen und in der Gesamtpopulation.

SNP Genotyp P-Proben n=184 B-Proben n=530 p-Wert
IL-1A+4848 GG 88 | 48,1% 183 263 | 50,7% 10 073
0, 0, y
(S17561) |17 gam S 1 10.0%
IL-1A-889 cC 88 | 48,1% 0 263 | 50,7% . 0760
CT 78 | 426% | 1 205 | 39,5% o1 y
(rs1800587) T 17 | 93% 51 | 9.8%
IL-1B+3954 cC 103 | 56,3% 183 307 | 58,8% - 0524
0, o) )
tstsssy | ST 84 {0 | %0 |12 | o3
IL-1B-31 TT | 83 | 454% oy |20 46,1% o .
0, 0, )
(S1143627) |17 g T 5%
IL-1B-511 cC 83 | 45,4% 183 237 | 45,5% 51 0161
CT 84 | 45,9% 213 | 40,9% )
(rs16944) T 16 | 87% 71 | 13,6%
11 94 | 52,5% 271 | 52,7%
IL-1RN 12 69 | 38,5% 182 | 35,4%
Intron2 VNTR ;g 151 é?(’;o 179 ég 322;0 514 0,786
1% 4%
(rs2234663) 23 0,0% 5 1,0%
33 0,0% 1 0,2%
IL-1RN+2018 TT 102 | 56,0% 288 | 55,7%
CT 71 | 39,0% | 182 | 190 | 36,8% | 517 0,470
(rs419598) cC 9 | 4.9% 39 | 7.5%

Tabelle 25: Genotypenverteilung in der Untergruppe der Mé&nner mit p-Wert (Sechs-Felder Chi-Quadrat-Test)
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SNP Allel P-Proben n=368 B-Proben n=1060
IL-1A+4848 G 254 69,4% 366 730 70,3% 1038
(rs17561) T 112 30,6% 308 29,7%
IL-1A-889 C 254 69,4% 366 731 70.4% 1038
(rs1800587) T 112 30,6% 307 29,6%
IL-1B+3954 C 270 73,8% 366 796 76.2% 1044
(rs1143634) T 96 26,2% 248 23,8%
IL-1B-31 T 249 68,0% 690 66.2%
(rs1143627) | C 117 | 32.0% | °%° 352 3380 | 1042
IL-1B-511 C 250 68,3% 687 65.9%
(rs16944) T 116 | 3L.7% | °°° 355 3410 | 1042
IL-1RN 1 262 73,2% 741 72.2%
Intron2 VNTR 2 91 25,4% 358 263 25,6% 1027
(rs2234663) 3 5 1,4% 23 2,2%
- 0, 0,
IL-1RN+2018 T 275 75,5% 364 766 74.1% 1034
(rs419598) C 89 24,5% 268 25,9%
Tabelle 26: Allelfrequenzen in der Untergruppe der Méanner
SNP Allel P-Proben | B-Proben | p-Wert OR [95 % ClI]
IL-1A+4848 0
(rs17561) T 30,6% 29,7% 0,74 1,05[0,80 - 1,37]
IL-1A-889 0
(rs1800587) T 30,6% 29,6% 0,74 1,05[0,80 - 1,37]
IL-1B+3954 0
(rs1143634) T 26,2% 23,8% 0,36 1,14 10,86 — 1,51]
IL-1B-31 0
(rs1143627) C 32,0% 33,8% 0,56 0,92 [0,71 -1,20]
IL-1B-511 0
(rs16944) T 31,7% 34,1% 0,44 0,90 [0,69 —1,17]
IL-1RN Intron 2 0
VNTR (152234663) 2 25,4% 25,6% 1,00 0,99 [0,74 - 1,32]
IL-1IRN+2018 0
(rs419598) C 24,5% 25,9% 0,62 0,93 10,69 —1,23]

Tabelle 27: Risikoallele in der Untergruppe der Manner mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio mit

Konfidenzintervall

65



6.6.2. Verteilung der Genotypen und Haufigkeit der Allele der Frauen

Auch bei weiblichen Probanden konnten insgesamt keine signifikanten
Haufungen festgestellt werden (Tab. 28, 29 und 30). Die beiden Polymor-
phismen IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511(rs16944) zeigten zwar deutliche
Unterschiede in den Verteilungen der Genotypen, erreichten jedoch mit p=0,062
bzw. p=0,072 knapp nicht das Signifikanzniveau (p< 0,05). In der
Parodontitisgruppe konnte, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine H&aufung
von Trégern der heterozygoten Mutation festgestellt werden, wahrend die

Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps vermindert waren.

SNP Genotyp P-Proben N=204 B-Proben N=257 | p-Wert

IL-1A+4848 GG 96 | 48,0% 129 | 51.2%

(rs17561) GT 85 | 425% | 200 [ 101 | 401% | 252 0,795
TT 19 | 9.5% 22 8,7%

IL-1A-889 cC 98 | 49,0% 200 131 | 52,0% 25> 0705
CT 86 | 43,0% 99 | 39.3% ,

(rs1800587) T 16 | 8.0% 22 | 8.7%

IL-1B+3954 ccC 129 | 63,9% - 146 | 57.5% vos 0,200
CT 63 | 31,2% 99 | 39,0% :

(rs1143634) T 10 | 5.0% 9 35%

IL-1B-31 TT 76 | 37.6% 20 111 | 43.7% s 0072
TC 106 | 52,5% 107 | 42,1% ;

(rs1143627) cC 20 | 9.9% 36 | 14,2%

IL-1B-511 cC 75 | 37.1% 108 | 42,7%

(1516944) CT 108 | 535% | 202 | 109 | 431% | 253 0,062
TT 19 | 9.4% 36 | 14.2%
11 93 | 47.2% 121 | 48,4%

IL-1RN 12 76 | 38,6% 100 | 40,0%

Intron2 VNTR |13 6 | 30% | 197 | 4 16% | 250 | 0,974
22 20 | 10,2% 24 9,6%

(rs2234663) 23 2 | 1.0% 1 0.4%
33 0 0,0% 0 0,0%

IL-1RN+2018 TT 100 | 49,5% o0 127 | 50.4% - 0061
CT 83 | 41,1% 102 | 40,5% ;

(rs419598) cC 19 | 94% 23 | 9.1%

Tabelle 28: Genotypenverteilung in der Untergruppe der Frauen mit p-Wert (Sechs-Felder Chi-Quadrat-Test)
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SNP Allel P-Proben n=408 B-Proben n=514
IL-1A+4848 G 277 69,3% 400 359 71.2% 504
(rs17561) T 123 30,8% 145 28,8%
IL-1A-889 C 282 70,5% 400 361 71.6% 504
(rs1800587) T 118 29,5% 143 28,4%
IL-1B+3954 C 321 79,5% 404 391 77.0% 508
(rs1143634) T 83 20,5% 117 23,0%
IL-1B-31 T 258 63,9% 404 329 64.8% 508
(rs1143627) C 146 36,1% 179 35,2%
IL-1B-511 C 258 63,9% 404 325 64.2% 506
(rs16944) T 146 36,1% 181 35,8%
IL-1RN 1 268 68,0% 346 69.2%
Intron2 VNTR | 2 118 29,9% | 394 149 20.8% | 500
(rs2234663) 3 8 2,0% 5 1,0%
IL-1IRN+2018 T 283 70,0% 404 356 70.6% 504
(rs419598) C 121 30,0% 148 29,4%
Tabelle 29: Allelfrequenzen in der Untergruppe der Frauen
SNP Allel | P-Proben B-Proben p-Wert OR [95 % ClI]
IL-1A+4848 0 0
(rs17561) T 30,8% 28,8% 0,56 1,10 [0,82 - 1,48]
IL-1A-889 0 0
(rs1800587) T 29,5% 28,4% 0,71 1,06 [0,87 — 1,43]
IL-1B+3954 0 0
(rs1143634) T 20,5% 23,0% 0,38 0,86 [0,62 — 1,20]
IL-1B-31 0 0
(rs1143627) C 36,1% 35,2% 0,78 1,04 10,78 — 1,38]
IL-1B-511 0 0
(rs16944) T 36,1% 35,8% 0,94 1,02 [0,77 - 1,35]
IL-1RN Intron 2 0 0
VNTR (1s2234663) 2 29,9% 29,8% 1,00 1,01 [0,75 -1,36]
IL-1IRN+2018 0 0
(rs419598) C 30,0% 29,4% 0,88 1,03 [0,76 — 1,38]

Tabelle 30: Risikoallele in der Untergruppe der Frauen mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio mit

Konfidenzintervall
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6.7. Der zusammengesetzte, mit Parodontitis assoziierte Genotyp

Beim zusammengesetzten, mit Parodontitis assoziierten Genotypen (PAG)

(Korman et al. 1997) handelt es sich um den Haplotyp, bei dem sowohl das T-
Allel (Allel 1) vom IL-1A-889 (rs1800587) SNP als auch das T-Allel (Allel 1)
vom IL-1B+3954 (rs1143634) SNP nachzuweisen ist. Die Frequenzen der

Haplotypen mit kombinierten Allelen zeigten keine signifikanten Unterscheide

zu den Proben, bei denen die beiden T-Allele nicht gleichzeitig nachweisbar

waren, wenngleich der kombinierte Haplotyp bei Parodontitis Patienten haufiger

anzutreffen war, als bei Proben der Kontrollgruppe (Tab. 31 und 32).

Parodontitis

Kontrollgruppe

I1-1A -889 II-1A -889
11-1A-889/ II-1A -889/ I1-1A -889/
Allel 1 + Allel 1 +
11-1B+3954 I1-1B +3954 andere 11-1B +3954 andere
11-1B +3954 11-1B +3954
Allele Allele
Allel 1 Allel 1
gesamt 141 | 35,61% 255 64,39% 244 | 31,40% 533 68,60%
Raucher 43 37,39% 72 62,61% 37 38,14% 60 61,86%
Nichtraucher | 92 36,95% 157 63,05% 246 | 36,50% 428 63,50%
mannlich 74 40,44% 109 59,56% 190 | 36,68% 328 63,32%
weiblich 65 32,50% 135 67,50% 91 36,25% 160 63,75%

Tabelle 31: Allelverteilungen der kombinierten Genotypen 11-1A -889 Allel 1 und 11-1B +3954 Allel 1im

Vergleich mit anderen Allelen

Parodontitis Kontrollen p-Wert OR [95 % ClI]
gesamt 35,61% 31,40% 0,15 1,21 [0,93-1,57]
Raucher 37,39% 38,14% 1 0,97 [0,53-1,76]

Nichtraucher 36,95% 36,50% 0,94 1,02 [0,75-1,39]
mannlich 40,44% 36,68% 0,38 1,17 [0,82-1,68]
weiblich 32,50% 36,25% 0,43 0,85 [0,56-1,27]

Tabelle 32: Allelverteilungen des PAG mit p-Wert (Fisher’s-exact-Test) und Odds-Ratio mit Konfidenzintervall
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6.8. Vergleich der Verteilung von Genotypen und Allelen mit

Referenzpopulationen

Werden die Genotyp- und Allelfrequenzen der vorliegenden Arbeit mit den
Daten von Referenzpopulationen (www.ncbi.nlm.nih.gov, www.hapmap.org)
verglichen, sind sehr &hnliche Verteilungen fiir west- bis mitteleuropdische

Kaukasier zu verzeichnen (Tab. 33 und 34).

SNP Genotyp Parodontitis Kontrollgruppe HapMap
IL-1A+4848 GG 48,7% 50,7% 51,7%
GT 41.9% 39,7% 35.0%
(rs17561) TT 9.4% 9.6% 13,3%
IL-1A-889 CC 49.2% 51,0% 51.7%
CT 42 2% 39,4% 35,0%
(rs1800587) TT 8 6% 9.7% 13,3%
IL-1B+3954 CcC 60,8% 58,2% 58,9%
CT 32.7% 36,3% 37.5%
(rs1143634) TT 6.5% 5.5% 3,6%
IL-1B-31 TT 41.7% 45 5% 40.0%
TC 49,0% 40,8% 46.7%
(rs1143627) CC 9.3% 13.7% 13,3%
IL-1B-511 CcC 41.5% 47.0% 45 5%
CT 49.7% 41 5% 40,0%
(rs16944) TT 8 8% 13,8% 14,5%
IL-1RN+2018 TT 52.1% 54.1% 51.7%
CT 40,6% 37.9% 41.7%
(rs419598) CC 7.3% 8.0% 6.7%

Tabelle 33: Genotypen aller Proben im Vergleich mit hapmap-Daten
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SNP Allel Parodontitis Kontrollgruppe HapMap

IL-1A+4848 G 69,7% 70,6% 69,2%
(rs17561) 30,3% 29,4% 30,8%
IL-1A-889 C 70,3% 70,6% 69,2%
(rs1800587) T 29,7% 29,4% 30,8%
IL-1B+3954 C 77.1% 76,3% 77,7%
(rs1143634) T 22.9% 23,7% 22,3%
IL-1B-31 T 66,2% 65,9% 63,3%
(rs1143627) C 33,8% 34,1% 36,7%
IL-1B-511 C 66,3% 65,5% 65,5%
(rs16944) T 33,7% 34,5% 34,5%
IL-1RN+2018 T 72,4% 73,0% 72,5%
(rs419598) C 27,6% 27,0% 27,5%

Tabelle 34: Allelfrequenzen im Vergleich Referenzpopulationen von hapmap
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7. Diskussion

7.1. Genetische Faktoren in der Pathogenese der Parodontitis

Seit langem wird vermutet, dass genetische Faktoren einen entscheidenden
Einfluss auf die Pathogenese der Parodontitis haben. Man stellte fest, dass es
offenbar zur Héaufung von chronischer Parodontitis innerhalb von Familien
kommt (van der Velden et al. 1989, Petit et al. 1994). In mehreren Studien mit
ein— und mehreiigen Zwillingen wurden der parodontale Zustand und die
moglichen Einflussfaktoren untersucht. Wahrend eineiige Zwillinge genetisch
identisch sind, teilen zweieiige etwa 50% ihrer Gene. Man folgerte, dass
fehlende Ubereinstimmungen oder Unterschiede im Auftreten bestimmter
Krankheiten bei eineiigen Zwillingen auf dullere Umstdnde zuriickzufiihren
seien (Kinane 2005). Im Ergebnis schitzte man die Erblichkeit von chronischer
Parodontitis auf nahezu 50% (Michalowicz et al. 1991, 2000).

Grundsitzlich gilt es zwei Arten der Vererbung zu unterscheiden. Vererben sich
Krankheiten in einfachen, vorhersagbaren Mustern, spricht man von
Mendelschen Regeln (dominant, rezessiv und intermedidr). Umweltfaktoren
spielen hier bei der Auspragung des Phinotyps gewohnlich eine untergeordnete
Rolle. Oft ist eine Mutation eines einzigen Genortes verantwortlich fiir die
Manifestation von Merkmalen. Dabei ist die Prdvalenz in der Bevolkerung
typischerweise sehr gering (<0,1%). Ein Beispiel fiir diese Form der Vererbung
ist die Amelogenesis imperfecta.

Im Gegensatz dazu steht die komplexe Vererbung, die viel hiufiger vorkommt
und von Umweltfaktoren oft stark beeinflusst ist. Sie ist polygenetisch bedingt.
Das heiflt, Varianten vieler verschiedener Genorte sind involviert. Diese
erscheinen sowohl in betroffenen als auch in nicht betroffenen Individuen und
fiihren normalerweise nicht zum totalen Funktionsverlust biologischer

Mechanismen (Kinane et al. 2003).
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Mit Hilfe von Kopplungsanalysen konnten einzelne Gene, deren Mutation fiir
einfache, vererbungsbedingte Krankheiten verantwortlich sind, identifiziert
werden. Diese positionellen Kandidatengene sind Gene, die in einer
Kopplungsregion lokalisiert sind, also in einer Region des menschlichen
Genoms, bei der durch genetischen Vergleich, etwa von erkrankten
Geschwisterpaaren, eine genetische Assoziation mit einem Krankheitsbild
beschrieben wurde (Kinane et al. 2003). Bei komplexen, multifaktoriell
bedingten Erkrankungen, wie der Parodontitis, ist es wesentlich schwieriger
einzelne Gene festzulegen, die sich in der Pathogenese auswirken.

Gene, bei denen aufgrund ihrer Funktion eine Beteiligung an der Pathogenese
eines Krankheitsbildes vermutet wird, werden als funktionelle Kandidatengene
bezeichnet. Sehr viele Umwelteinfliisse, wie systemische Leiden, Verhalten und
Mikroorganismen scheinen das individuelle Parodontitisrisiko zu beeinflussen
(Page et al. 1997).

Man vermutet, dass Polymorphismen dieser funktionellen Kandidatengene
letztendlich die Ursache fiir genetisch bedingte Risikofaktoren sein konnten.
Unter Polymorphismus versteht man das Phidnomen, dass in einer Population
mehrere verschiedene genetische Varianten (Allele) eines Merkmals in
nennenswertem Anteil zu finden sind. Es wird geschitzt, dass im menschlichen
Genom ein Einzelnukleotidpolymorphismus pro 200-600 Basenpaare vorkommt
(Tsalenko et al. 2003). Wird in einer Studie eine Assoziation zwischen einer
Erkrankung und emmem Allel festgestellt, so sind grundsitzlich mehrere
Interpretationen moglich.

Das Allel ist tatsdchlich ein priddisponierender Faktor fiir die Erkrankung.
Ebenso ist aber auch eine genetische Kopplung (linkage disequilibrium) zu
einem anderen, eigentlich krankheitsrelevanten Gen moglich. Weiterhin kann
das Ergebnis auch populationsbedingt sein. Letztlich konnen auch statistische

oder auf die Probenauswahl zuriickzufiihrende Epiphdnomene fiir die
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Assoziationen zwischen Genpolymorphismen und der phénotypischen

Erkrankungsmanifestation verantwortlich sein (Kinane et al. 2005).

7.2. Studiendesign

Ein viel versprechender Ansatz zur Aufdeckung von krankheitsrelevanten
Allelen sind Assoziationsstudien, wobei zwischen einem direkten und
indirektem Studiendesign differenziert wird. Bei der direkten Form werden
einzelne Kandidatengene untersucht, wédhrend bei der indirekten Form
genomweit nach verantwortlichen Genen gesucht wird. Man unterscheidet
weiterhin zwei unterschiedliche Methoden, die Bevolkerungs-basierte und die
Familien-basierte (Hodge 1993). Die vorliegende Studie ist Bevolkerungs-
basiert und bedient sich eines so genannten case-control Designs. Mit Hilfe von
Assoziationsstudien werden Allel- und Genotypfrequenzen fiir Polymorphismen
bestimmter Kandidatengene von gesunden Probanden mit den Frequenzen von
erkrankten Patienten verglichen und statistisch ausgewertet. Auch die hier
vorgestellte Untersuchung entspricht somit einer direkten Assoziationsstudie
(Palmer und Cadon 2005, Colhun 2003).

Dabei ging es um die Fragestellung, inwiefern eine Verbindung zwischen der
Manifestation der  chronischen  Parodontitis und ausgewdhlten
Einzelnukleotidpolymorphismen (Single nucleotide polymorphisms, SNPs)
sowie einem Minisatelliten (Variable number tandem repeat, VNTR) in einem
Kandidatengen, dem Gen des IL-1, nachzuweisen ist. Fiir Assoziationsstudien,
in denen komplexe Erkrankungen untersucht werden, sind nicht alle
Polymorphismen gleichermallen interessant. Vor allem funktionell wirksame
Polymorphismen erscheinen geeignet, die durch eine verinderte
Kodierungssequenz zur Expression von Proteinen mit ausgetauschten

Aminosduren fithren oder die sich in regulatorischen Bereichen des Genoms,
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wie beispielsweise in einer Promotorregion, befinden. Dadurch koénnte die
individuelle Expression von Triagern des Wildtyps schwicher ausfallen. Als
Kandidatengene fiir eine Aufklarung des genetischen Hintergrundes der
Parodontitis kommen vor allem die Gene in Betracht, die eine zentrale Rolle bei
der angeborenen Immunabwehr spielen. Einen Schwerpunkt stellten dabei
Polymorphismen des Interleukin-1, einem der wichtigsten

Entziindungsmediatoren, dar.

7.3. Auswabhl der Studienpopulation

Um aussagekriftige Daten in einer direkten Assoziationsstudie zu generieren, ist
es wichtig, eine moglichst grofle Untersuchungsgruppe zu stellen. Die ihr
gegeniiber gestellte Kontrollgruppe sollte genauso bis doppelt so groB3 sein. Die
Wahrscheinlichkeit auch schwache Assoziationen, wie sie bei einem komplexen
Vererbungsmuster zu erwarten sind, aufzudecken, steigt mit zunehmender
Populationsgrofle (Colhoun 2003). Ist die Kontrollgruppe zu klein oder zu grof,
konnen signifikante Ergebnisse nicht verldsslich erzielt werden. Beide Gruppen
sollten auBerdem ethnisch mdglichst homogen sein. Fritheren Studien, die sich
mit der Assoziation zwischen Polymorphismen des Interleukin-1 Genclusters
und der Parodontitis beschéftigten, wurden ausschlieflich an sehr kleinen
Studienpopulationen vorgenommen. So bestanden die Untersuchungsgruppen
meist aus deutlich weniger als 100 Proben. Damit erhoht sich die
Fehlerwahrscheinlichkeit und die Aussagekraft wird geschwicht. Die
Ergebnisse sind dementsprechend auch mit Vorsicht zu beurteilen (Loos et al.
2005, Huynh-Ba et al. 2007).

Fiir die vorliegende Studie konnte insgesamt eine im Vergleich zu bisherigen
Studien sehr grofle Studienpopulation von insgesamt 1194 kaukasischen,

unverwandten Probanden aus dem siiddeutschen Raum zur Analyse
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herangezogen werden. Davon entfielen 402 Patienten auf die
Untersuchungsgruppe, 792 auf die Kontrollgruppe. Um in die
Untersuchungsgruppe aufgenommen zu werden, musste eine chronische
Parodontitis vorliegen. Zur Stellung der Diagnose mussten vorher genau
festgelegte Voraussetzungen erflllt sein. Analog dazu waren auch die
Aufnahmekriterien fiir die Kontrollgruppe exakt definiert.

Die Kriterien zur Diagnose der chronischen Parodontitis entsprechen den
aktuellen Richtlinen der AAP (1999), dennoch sind sie bislang nur unzureichend
definiert, insbesondere die Abgrenzung zur aggressiven Parodontitis i1st
schwierig (Tonetti und Mombelli 1999). Ein weiteres Problem ist die schlechte
Reproduzierbarkeit  der  Taschensondierungstiefenmessungen  zwischen
verschiedenen Behandlern (Armitage, 2003). Daher ist es nicht ausgeschlossen,
dass Patienten mit anderen Parodontitisformen vereinzelt mit in die
Untersuchungsgruppe aufgenommen wurden. Zu bedenken ist auch, dass die
chronische Parodontitis meist erst im fortgeschrittenen Lebensalter auftritt. Das
kann dazu fithren, dass ein ,,parodontal gesunder® Proband, der sich zum
jetzigen Zeitpunkt in der Kontrollgruppe befindet, im spiteren Leben
moglicherweise erkranken wird und bei gleichem Genotyp eigentlich in die
Untersuchungsgruppe eingereiht werden miisste. Die Auswahl einer dlteren
Population wire eine Moglichkeit, um auch diese Patienten berticksichtigen zu
konnen (Flemmig, 1999).

Auf eine Unterteilung der Patienten in eine milde, moderate oder eine schwere
Form der Parodontitis, wie sie beispielsweise Nyman und Lindhe (Nyman und
Lindhe 1997) beschreiben, wurde verzichtet. Diese Einteilung wurde in der
Vergangenheit von einigen Studien angewandt, hingt aber relativ stark vom
Untersucher ab und ist somit nicht einheitlich (Scarel-Caminaga 2002, Kornman
1997, Boch 2001).

Kritisch muss auch beurteilt werden, inwieweit die anamnestischen Angaben der

Patienten, wie zum Beispiel zum Rauchverhalten oder zu systemischen
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Erkrankungen, wahrheitsgemil erfolgten. Wie bereits erwéhnt, gilt Rauchen
und Diabetes inzwischen als anerkannter Risikofaktor flir die Entwicklung einer
chronischen Parodontitis (Salvi et al. 1997, Kinane und Chestnut 2000). Page et
al. (1997) stellten ein flinf- bis sieben-fach erhohtes Erkrankungsrisiko fiir
Parodontitis bei Rauchern gegeniiber Nichtrauchern fest. Wegen des starken
Einflusses wiirden falsche Angaben groBe Auswirkungen auf das

Studienergebnis haben.

7.4. Ethnische Unterschiede bei genetischen Studien

Die Studienpopulation dieser Arbeit setzte sich aus Kaukasiern zusammen. Hier
ist zu beachten, dass die Ergebnisse nicht zwangslidufig auf andere ethnische
Gruppen iibertragbar sind (Sugita et al. 2001). So konnen die Prdvalenzen von
allen Polymorphismen zwischen unterschiedlichen ethnischen Gruppen variieren
(Loos et al. 2005). Beispielsweise kommt der von Kornman et al. (1997)
beschriebene Risikofaktor des zusammengesetzten Genotypen in europdischer
Bevolkerung zu 30% vor, wihrend die Prdvalenz in der chinesischen
Bevolkerung lediglich bei 2,3% liegt (Armitage et al. 2000).

Auch ist es moglich, dass Gene, bei denen eine Pradisposition fiir Krankheiten
nachgewiesen wurde, sich nur im Phanotyp von Menschen bestimmter
ethnischer Herkunft auswirken. So beeinflussen Varianten des NOD2-Gens die
Pathogenese von Morbus Crohn nur bei Kaukasieren, nicht aber bei Asiaten,
obwohl das klinische Erscheinungsbild der Krankheit identisch erscheint
(Chroucher et al. 2003).
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7.5. Validitit der verwendeten Genotypisierungsmethoden

Die zweifelsfreie und reproduzierbare Typisierung der Allele des zu
untersuchenden Polymorphismus ist unabdingbare Voraussetzung, um
aussagekriftige Ergebnisse in einer Assoziationsstudie zu erhalten. Es ist darauf
zu achten, dass die verwendeten Methoden etabliert, zuverldssig und fiir beide
Gruppen vergleichbar sind.

Die Genotypisierung wurde 1in der vorliegenden Arbeit mit zwei
unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt. Einerseits durch die Real-Time-
Polymerasekettenreaktion mit anschlieBender Schmelzkurvenanalyse (Lachnik
et al. 2002), und andererseits durch die Restriktions-Fragment-Léngen-
Polymorphismus-Analyse mit Hilfe der Gelelektrophorese (Mullis et al. 1986).
Beide Methoden wurden schon in zahlreichen Studien angewandt und diirfen als
etabliert und sehr zuverldssig gelten. Um mogliche Unterschiede in den
Genotypisierungsmethoden auszuschlieBen, wurden mehrere hundert Proben mit
beiden Methoden genotypisiert. Die Ubereinstimmung war in 100% der Fille
gleich.

Die zur Analyse verwendeten Primer wurden bereits in fritheren Studien
beschrieben und sind in ihrer spezifischen Wirksamkeit mittels Sequenzierung
tiberpriift und anerkannt (D1 Giovine et al. 1992, Mc Dowell et al. 1993, Bioque
et al. 1995, El Omar et al. 2000, Glas et al. 2004).

Die Genotyp- und Allelfrequenzen der vorliegenden Arbeit zeigen im Vergleich
mit den Daten von Referenzpopulationen (www.ncbi.nlm.nih.gov;
www.hapmap.org) sehr dhnliche Verteilungen fiir west- bis mitteleuropéische
Kaukasier. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine korrekte Genotypisierung.
Anhand der beobachteten Allelfrequenzen wurden die nach dem Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht erwarteten Genotypfrequenzen berechnet und
miteinander verglichen. Dabei lieBen sich keine signifikanten Abweichungen

nachweisen. Es kann damit angenommen werden, dass sich sowohl die
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Untersuchungs-, als auch die Kontrollgruppe im Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht befinden und systematische Fehler bei der Zusammenstellung der

Studienpopulation sowie bei der Genotypisierung nicht anzunehmen sind.

7.6. Modelle zum Einfluss der Interleukin-1 Polymorphismen

Wie schon erwiéhnt, spielt das Zytokin Interleukin-1 eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der Parodontitis. IL-loo und IL-1B gehoren zu den wichtigsten
entziindungsfordernden Signalstoffen des Immunsystems. Es initiiert und regelt
die Leukodiapedese und verstirkt die humorale, adaptive Immunreaktion. Dies
fiihrt unter anderem zu einer vermehrten Produktion von Sulkusfliissigkeit und
damit zu einem verbesserten Nihrstoffangebot fiir die parodontopathogenen
Keime. Weiterhin wirkt II-1 als hauptsdchlicher Modulator des extrazelluldren
Matrixkatabolismus und der Knochenresorption (Kornman et al. 1997). Es
fordert iiber die PGE-2-Freisetztung den ossdren Abbau und iiber die MMP-
Sekretion den Kollagenabbau. Auch durch die sich in der Folge progredient
vertiefenden Taschen verbessern sich die Lebensbedingungen fiir die Bakterien,
indem sie vor Sauerstoff und mechanischer Irritation geschiitzt sind. IL-1RA ist
bei der Signaltransduktion ein kompetitiver Hemmstoff (Colotta et al. 1993,
Sims et al. 1994) und wirkt daher antiinflammatorisch.

Auf Grund der Ergebnisse zahlreicher Studien wird vermutet, dass Mutationen
in  Promotorregionen des IL-1A und B Gens durch Anhebung der
Proteinproduktion zu einem erhohten Spiegel von IL-1a und IL-1p und einem
vermindertem Spiegel von IL-RA im parodontalen Gewebe fiihren (Loos et al.
2005). Daraus folgt eine verstirkte Entziindungsreaktion einhergehend mit
forciertem Knochenabbau und Zerstérung parodontalen Gewebes.

Im Gegensatz dazu konnen Polymorphismen des IL-1RN Gens durch Steigerung

oder Verringerung der Expression regulative Einfliisse auf den Spiegel vom
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IL-1RA haben (Hurme und Santtila 1998). Danis et al. (1995) konnten bei
Tragern des Allel 2 des IL-1RN VNTR eine vermehrte Produktion von IL-RA
bei geringerem IL-l1a-Spiegel nachweisen. Eine Hemmung der Entziindung
wire die Folge und dieser Polymorphismus wiirde eher schiitzend wirken. In
einer kiirzlich erschienenen Studie wird zwar dementsprechend das IL-1RN
VNTR Allel 2 als protektiver Marker gegen Gingivitis gesehen (Dashash et al.
2007), dieses Ergebnis ist aber nicht ohne weiteres auf die chronische
Parodontitis iibertragbar. Ishihara et al. (1997) konnten das Verhéltnis von IL-1a
und IL-1B zum IlI-1 RA- Spiegel mit der Schwere der Parodontitis assoziieren.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, da3 ein erhohter IL-1B-Spiegel und ein
verminderter I1-1 RA- Spiegel mit der Schwere der chronischen Parodontitis in
Zusammenhang steht (Rawlinsen et al. 2000). Komatsu et, al. (2008) vermuten
auf Grund dieser und ihrer eigenen Ergebnisse, dass ein Ungleichgewicht von
IL-1B zum IL-1 RA =zu einer verringerten Anfilligkeit fiir chronische

Parodontitis fiihren konnte.

7.7. Bewertung der Ergebnisse

Die vorliegende Untersuchung konnte einen Zusammenhang zwischen zwei
Polymorphismen des IL-1 Gens und der chronischen Parodontitis nachweisen.
Die bereits frither beschriebene genetische Kopplung (,,linkage disequilibrium*)
zwischen den Polymorphismen IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944),
als auch zwischen IL-1A-889 (rs1800587) und IL-1A+4845 (rs17561), sowie
zwischen IL-1RN Intron2 VNTR (1s2234663) und IL-1RN+2018 (rs419598)
(Clay et al. 1996, Parks et al. 2004, lkehara et al. 2006) spiegelt sich in den
jeweils stark dhnlichen Genotypisierungsergebnissen der gekoppelten
Polymorphismen wider. Bei der Verteilung der Genotypen zwischen

Untersuchungs- und Kontrollgruppe war fiir die Polymorphismen IL-1B-31
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(rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944) ein signifikanter Unterschied (p< 0.05) zu
beobachten. In der Parodontitisgruppe ergab sich im Vergleich mit der
Kontrollgruppe eine Haufung von Trigern der heterozygoten Mutation, wahrend
die Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps vermindert waren.

In der Gruppe der Nichtraucher zeigte sich bei der Verteilung der Genotypen
beim IL-1B-31 (rs1143627) SNP ebenfalls ein signifikanter Unterschied. In der
Parodontitisgruppe konnte, verglichen mit der Kontrollgruppe, eine Héaufung
von Tragern der heterozygoten Mutation festgestellt werden, wihrend die
Anteile der homozygoten Mutation und des Wildtyps vermindert waren. Der IL-
1B-511 (rs16944) SNP wies zwar eine sehr dhnliche Verteilung der Genotypen
auf, die Unterschiede verfehlten hier jedoch mit p=0,069 das Signifikanzniveau
(p< 0.05). Genauso konnte bei diesen beiden Polymorphismen zwar in der
Gruppe der Raucher, wie auch in der Gruppe der weiblichen Proben, ein Trend
fiir eine Assoziation beobachtet werden, das Signifikanzniveau (p< 0.05) wurde
aber nicht erreicht. Sowohl bei dem IL-1B-31 (rs1143627) als auch bei dem IL-
IB-511 (rs16944) Polymorphismus konnten keine unterschiedlichen
Verteilungsmuster bei den Allelfrequenzen festgestellt werden.

Damit scheint es Hinweise zu geben, dass mitteleuropéische, kaukasische Trager
der heterozygoten Mutation beider Polymorphismen IL-1B-31 (rs1143627) und
[L-1B-511 (rs16944) ein erhohtes Risiko haben, an chronischer Parodontitis zu
erkranken. Diese SNPs liegen in der Promoterregion des IL-1 Gens und konnen
fiir eine verstiarkte Expression von Interleukin-1 verantwortlich sein. Direkte
Folge 1ist eine forcierte Entziindungsreaktion und damit verbundener
Attachmentverlust.

Mehrere Studien beschéftigten sich bisher mit dem Einfluss der beiden
Polymorphismen IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944) auf
parodontale Erkrankungen. In vorliegender Studie ist es aber erstmals gelungen,
eine Assoziation zwischen diesen beiden Polymorphismen und der chronischen

Parodontitis herzustellen.
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Kornman et al. (1997) konnten keine Verbindung mit dem IL-1B-511 (rs16944)
und chronischer Parodontitis bei Kaukasiern in einer sehr kleinen Population
herstellen. Komatsu et al. (2008) untersuchten mehrere Polymorphismen des
IL-1 Gens, darunter auch den IL-1B-31 (rs1143627) bei japanischen Patienten
mit chronischer Parodontitis. Dabei konnten sie eine signifikante Haufung des
IL-1RN+2018C Allels in der Kontrollgruppe nachweisen, bei den beiden
Polymorphismen IL-1A+4848 (rs17561) und IL-1B-31 (rs1143627) konnte
jedoch keine signifikante Assoziation beobachtet werden. D’ Aiuto et al. (2004)
konnten zwar in einer ethnisch gemischte Studienpopulation einen vom
IL-1A-889 (rs1800587) beeinflussten CRP-Spiegel nachweisen, fanden aber
keine Assoziation mit dem IL-1B-511 (rs16944) mit chronischer Parodontitis. In
einer anderen Familien-basierten Studie zeigte sich kein signifikanter Zusam-
menhang zwischen den Polymorphismen IL-1B-511 (rs16944), IL-1A+4848
(rs17561) und IL-1RN Intron2 VNTR (rs 2234663) mit aggressiver Parodontitis.
Es zeigte sich lediglich eine Haufung des IL-1B-511 Allel 1 in der Untergruppe
mit lokalisierter aggressiver Parodontitis (Ren et al. 2008). In gleicher Weise
konnten weitere Studien keinen Zusammenhang zwischen verschiedenen
Formen von aggressiver Parodontitis und den Polymorphismen IL-1B-31
(rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944) herstellen (Gore et al. 1998, Tai et al.
2002, Soga et al. 2003, Li et al. 2004).

Diese Ergebnisse unterscheiden sich von denen der vorliegenden Studie. Die
einerseits anderen Ethnien und andererseits bedeutend kleineren Studienpo-
pulationen sind moégliche Ursachen fiir abweichende Ergebnisse. Auch sind bei
der Vererbung der aggressiven Parodontitis nicht die gleichen Mechanismen
wirksam, wie bei der chronischen Form (Kinane et. al. 2003). Daher sind
Assoziationen nicht mit der vorliegenden Arbeit vergleichbar.

Bei den ebenfalls untersuchten Polymorphismen IL-1A+4848 (rs17561),
IL-1A-889 (rs1800587), IL-1B+3954 (rs1143634), IL-1RN+2018 (rs419598)
und IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663) konnten in vorliegender Studie weder
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bei den Verteilungen der Genotypen, noch bei den Allelfrequenzen
Zusammenhinge nachgewiesen werden. Meisel et al. (2002) untersuchten den
Einfluss der Polymorphismen IL-1A+4848 (rs17561), IL-1A-889 (rs1800587),
[L-1B+3954 (rs1143634) und IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663) auf die
chronische Parodontitis in einer Population von 154 Kaukasiern. Sie fanden
lediglich eine Assoziation bei Haplotypen mit dem R-Allele von IL-1A-889
(rs1800587) und IL-1RN Intron 2 VNTR (rs2234663) bei Rauchern. In den
Studien von Sakellari et. al. (2003) und Rogers et al. (2002) konnten keine
Assoziationen zwischen den Polymorphismen IL-1A+4848 (rs17561), IL-1A-
889 (rs1800587) sowie IL-1B+3954 (rs1143634) und der chronischen
Parodontitis in sehr kleinen kaukasischen Populationen von 45 bzw. 69
Patienten nachgewiesen werden. Auch in einer weiteren Studie von Sakellari et
al. (2006) in der auch der Mini-Satellit IL-IRN VNTR intron 2 neben
Polymorphismen der Gene IL-1A+3954 und IL-1B+4845 untersucht wurde,
konnte kein signifikanter Zusammenhang mit parodontalen Erkrankungen
herstellt werden. Die vorliegende Arbeit unterstiitzt damit die Ergebnisse der
Studien, die diese Polymorphismen nicht als Risikomarker fiir eine chronische
Parodontitis sehen.

Beim Blick in die aktuell verfiigbare Literatur zum Thema zusammengesetzter
Polymophismus (IL-1 A -889 und IL-1 B +3954) fallen die teilweise
widerspriichlichen Studienergebnissen auf. Kornmann et al. (1997) beschrieben
erstmals einen Zusammenhang zwischen dem ,,composite genotype* von II-1A -
889 Allel 1 und II-1B +3954 Allel 1 und der Schwere der Auspridgung einer
chronischen Parodontitis bei Nichtrauchern. Seit diesem Zeitpunkt sind viele
Untersuchungen zu diesen und weiteren Polymorphismen des IL-1 Genclusters
sowie anderen Kandidatengenen durchgefiihrt worden. Einige Untersuchungen
konnen Assoziationen zwischen Polymorphismen und der Parodontitis
bestitigen, der Mehrheit der Studien gelingt dies jedoch nicht (Loos et al. 2005).
Huynh-Ba et al. (2007) beriicksichtigen in ihrem systematischen Review 122
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Publikationen zum Thema zusammengesetzter Polymorphismus ad modum
Kornman. Nach den Ergebnissen der Metaanalyse existiert bislang nur eine
unzureichende Evidenz, dass ein positiver Genotyp zu Progression oder
Behandlungsergebnissen von Parodontitis beitrdgt. Grund sind vor allem die zu
kleinen Studienpopulationen und die damit verbundene mangelnde statistische

Aussagekratft.

7.8. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie liefern den Hinweis, dass die beiden
genetisch gekoppelten Polymorphismen IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511
(rs16944) einen Einfluss auf die Auspriagung der chronischen Parodontitis bei
mitteleuropdischen Kaukasiern haben konnten. Auf Grund der komplexen
Vererbung kann der genetische Hintergrund der chronischen Parodontitis mit
diesen Beobachtungen nicht ausreichend geklirt werden. In weiteren Studien
muss zukiinftig der Einfluss anderer Kandidatengene aufgeklart werden.

Die vorliegende Arbeit konnte keine Assoziation mit den Polymorphismen
IL-1A+4848, IL-1A-889, IL-1B+3954, IL-1RN+2018 und IL-1RN Intron2

beobachten.
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8. Zusammenfassung

Fiir die Pathogenese der chronischen Parodontitis wurde ein erheblicher
genetischer Hintergrund postuliert. Als Kandidatengene fiir die Vermittlung der
genetischen Einfliisse kommen vor allem Gene in Frage, die fiir Funktionen der
angeborenen Immunitét kodieren.

Insbesondere scheint der Entziindungsmediator Interleukin-1 eine zentrale Rolle
fiir die Auspragung der chronischen Parodontitis zu spielen. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Einfluss von insgesamt sieben Polymorphismen des IL-1
Genclusters auf die Ausprdgung einer chronischen Parodontitis untersucht.
Gegenstand dieser Studie waren zwei Polymorphismen des IL-1A Gens (IL-
1A+4848 1517561, 1L-1A-889 rs1800587), drei Polymorphismen des IL-1 B
Gens (IL-1B+3954 rs1143634, IL-1B-31 rs1143627, IL-1B-511 rs16944) und
zwel Polymorphismen des IL-1 RN Gens (IL-1RN+2018 rs419598), einer davon
ein Minisatellit (IL-1RN Intron2 VNTR rs2234663).

Es wurde die genomische DNA von 792 gesunden und 402 an chronischer
Parodontitis erkrankten nordeuropédischen Kaukasiern genotypisiert. Ziel war es,
anhand der Genotypen- und Allelverteilungen mogliche Zusammenhinge
zwischen dem Auftreten einer chronischen Parodontitis und bestimmten
Polymorphismen zu untersuchen und die Eignung der Polymorphismen als
potentielle Risikomarker fiir Parodontitis festzustellen. Die Auswertung der
genauen Daten ergab in der Genotypverteilung der beiden Polymorphismen
IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944) eine signifikante (p<0.05)
Assoziation mit der Manifestation der chronischen Parodontitis.

Demgegentiiber fand sich keine Assoziation zwischen der chronischen
Parodontitis und dem frither beschriebenen ,,composite genotype“. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie geben den Hinweis, dass die beiden

Polymorphismen IL-1B-31 (rs1143627) und IL-1B-511 (rs16944) einen Einfluss
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auf die Manifestation der chronischen Parodontitis bei mitteleuropédischen

Kaukasiern haben konnten.
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10. Anhénge

10.1. Daten der Parodontitisgruppe

Num- Alter Ge- Nikotinabusus Zéh- IL-1B IL-1B 1-1B IL-1RN IL-1A IL-1A IL-1RN
mer schlecht ne +3954 -511 -31 VNTR 889 +4848 +2018
P1 56 mannlich Raucher 24 cc CT CT 11 cC TT cc
P2 31 weiblich Raucher 27 CT cC TT 12 TT GG CT
P3 50 weiblich Nichtraucher 23 cC CT CT 11 cC GT cC
P4 37 weiblich Nichtraucher 22 cc TT cc 11 cc TT cc
P5 38 mannlich Raucher 16 TT cC TT 12 CcC TT CT
P6 30 ménnlich Raucher 20 cC CT cC 11 CT GT cC
p7 41 weiblich Nichtraucher 26 cc CT CT 11 CcC TT cc
P8 24 mannlich Nichtraucher 28 cC cc TT 11 cC TT CcC
P9 38 ménnlich Nichtraucher 14 cC TT cC 22 cC TT CT
P10 weiblich CT CT CT 11 CT GT cc
P11 50 weiblich Nichtraucher 31 cC cc T 11 cc T cc
P12 18 weiblich Nichtraucher 28 cC CT CT 12 cc TT CT
P13 50 weiblich Raucher 23 CT CT CT 11 CcC GT cc
P14 56 weiblich Raucher 25 CT CT CT 12 cc TT CT
P15 63 weiblich Nichtraucher 16 cC CT CT 12 cc TT CT
P16 58 méannlich Nichtraucher 28 cc cC TT 11 cC TT cc
P17 54 weiblich Nichtraucher 26 CcC cc TT 12 CT GT CT
P18 54 ménnlich Raucher 14 cC cC TT 11 CcC TT cC
P19 60 weiblich Nichtraucher 22 cC TT CcC 11 cC TT cc
P20 61 mannlich Raucher 18 cC CT CT 12 CcC TT CT
P21 31 weiblich Nichtraucher 28 CT cC TT 11 CT GT cC
p22 57 mannlich Nichtraucher 27 cc CT CT 11 cC TT cc
P23 28 mannlich Raucher 19 CcC CT CT 11 cC TT cCc
P24 cc cc T 13 cc TT cc
P25 63 weiblich Nichtraucher 21 cCc CT CT 12 cC TT CT
P26 58 weiblich Nichtraucher 18 cC CT CT 12 cC TT CT
p27 50 weiblich Raucher 28 cC cC TT 12 cc TT CT
P28 64 weiblich Raucher 11 CT CT CT 12 CT GT CT
P29 58 mannlich Raucher 28 TT cC TT 11 CT GT cC
P30 49 weiblich Nichtraucher 30 cC CT CT 12 cc TT CT
P31 42 mannlich Nichtraucher 17 cc CT CT 12 cC TT CT
P32 54 weiblich Nichtraucher 22 cC CT CT 11 CT GG cc
P33 58 weiblich Nichtraucher 29 CT CT CT 12 CT GT CT
P34 57 weiblich Raucher 25 CT CT CT 11 CT GT cc
P35 48 weiblich Raucher 28 CT cC TT 11 CT GT cc
P36 61 weiblich Raucher 22 cC CT CT 22 CT GT TT
P37 40 weiblich Raucher 12 cCc CT cc 22 cC TT TT
P38 55 weiblich Nichtraucher 28 CT CT CT 12 CT GG CT
P39 69 mannlich Nichtraucher 19 cC CT TT 12 cC TT CT
P40 33 mannlich Raucher 29 CT CT TT 11 CT GT cc
P41 62 méannlich Nichtraucher 23 CT CT CT 22 CT GT TT
P42 57 mannlich Nichtraucher 22 TT CT CT 12 CT GT CT
P43 26 weiblich Nichtraucher 29 cCc CT CT 11 cC TT cc
P44 61 méannlich Nichtraucher 15 CT CcC TT 11 CT GT cC
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P45 50 weiblich Nichtraucher 27 cC CT CT 12 cc TT CT
P46 46 mannlich Raucher 24 cc CT CT 12 cC TT CT
P47 48 weiblich Nichtraucher 29 CT CT CT 11 CT GT cc
P48 66 weiblich Raucher 30 CT CT CT 11 CT GT cC
P49 weiblich cc cc T 11 cc TT cc
P50 31 Raucher 28 CcC CT CT 11 CcC TT CcC
P51 60 weiblich Nichtraucher 24 cC cC TT 12 ccC TT CT
P52 70 mannlich Nichtraucher 21 CT CT CT 12 CT GT CT
P53 69 weiblich Nichtraucher 28 cC TT cC 12 CT GT CT
P54 51 ménnlich Raucher 27 CT cC TT 11 CT GT cC
P55 32 mannlich Nichtraucher 23 CT CT CT 12 CT GT CT
P56 57 weiblich Raucher 14 CcC CT CT 12 cC TT CT
P57 38 mannlich Nichtraucher 26 CT cC CT 11 CT GT cC
P58 58 weiblich Nichtraucher 22 CT CcC TT 12 CT GT CT
P59 58 méannlich Nichtraucher 23 cc CT CT 11 cC TT cc
P60 58 weiblich Raucher 20 cC CT CT 12 cC TT CT
P61 48 mannlich Nichtraucher 28 cc CT CT 12 cC TT CT
P62 58 weiblich Nichtraucher 29 cC cC TT 11 CcC TT cc
P63 37 mannlich Nichtraucher 31 CT cC TT 11 CT GT cC
P64 58 mannlich Nichtraucher 17 cc CT CT 11 CT GT cc
P65 25 mannlich Raucher 27 CcC cC TT 11 CcC TT CcC
P66 54 ménnlich Raucher 28 cC CT CT 12 cC TT CT
P67 64 mannlich Nichtraucher 22 CT CT CT 11 CT GT

P68 45 méannlich Nichtraucher 28 cc TT cc 12 CT GT CT
P69 40 weiblich Nichtraucher 25 cC CT CT 22 cc TT TT
P70 58 mannlich Nichtraucher 8 cc CT CT 12 CT GT CT
P71 63 weiblich Nichtraucher 24 cCc CT CT 12 CT GT CT
p72 56 ménnlich Raucher 27 cC TT cC 11 cC TT cC
P73 62 mannlich Nichtraucher 28 cc cC TT 11 cC TT cc
P74 43 mannlich Raucher 16 CT CcC T 13 CT GT CcC
P75 43 mannlich Nichtraucher 26 cC CT CT 11 cc TT cC
P76 60 mannlich Raucher 24 CT cC TT 11 cC TT cc
P77 49 mannlich Raucher 22 CT CcC T 11 CT GT CcC
P78 53 mannlich Nichtraucher 13 CT cC TT 12 CT GT CT
P79 58 weiblich Nichtraucher 29 TT cC TT 11 TT GG cc
P80 36 weiblich Nichtraucher 27 CT cC TT 11 TT GG cc
P81 61 mannlich Nichtraucher 20 cC cC TT 11 CT GT cC
P82 50 weiblich Raucher 18 CT cC TT 12 CT GT CT
P83 47 ménnlich Nichtraucher 27 cc TT cc 11 cC TT cc
P84 60 weiblich Nichtraucher 22 cC CT CT 22 cc TT TT
P85 40 weiblich Nichtraucher 27 cCc cC TT 11 cC TT cc
P86 40 weiblich Nichtraucher 21 TT cC TT 11 TT GG cc
p87 41 mannlich Nichtraucher 22 cC CT CT 12 cc TT CT
P88 61 weiblich cc CT CT 11 CT GT cc
P89 39 méannlich Nichtraucher 19 cc CT CT 12 CT GT CT
P90 52 ménnlich Raucher 26 cC CT CT 11 cC TT cC
P91 41 mannlich Raucher 28 cc CT CT 12 cC TT CT
P92 weiblich CcC TT CcC 12 CcC TT CT
P93 62 mannlich Nichtraucher 29 cC cC TT 12 CT GT CT
P94 60 mannlich Nichtraucher 28 cc CT CT 12 cC TT CT
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P95 82 ménnlich Raucher 23 cC CT CT 12 CT GT CT
P96 49 weiblich Nichtraucher 12 cC CT CT 11 cC TT cc
P97 52 weiblich Nichtraucher 27 CT CT CT 12 CT GT CT
P98 61 weiblich Nichtraucher 26 CT CT CT 12 CT GT CT
P99 61 méannlich Nichtraucher 28 cc CT CT 22 cC TT TT
P100 63 méannlich Nichtraucher 29 CT CT CT 12 TT GG CT
P101 49 weiblich Nichtraucher 27 cC cC TT 11 cC TT cC
P102 71 méannlich Nichtraucher 7 cc cC TT 13 cC TT cc
P103 70 méannlich Nichtraucher 24 cc CT CT 12 cC TT CT
P104 64 mannlich Raucher 20 cC TT cC 22 CT GT TT
P105 61 weiblich Nichtraucher 26 TT cC TT 11 CT GT cc
P106 60 weiblich Raucher 22 CcC CcC TT 12 CT GT CT
p107 59 mannlich Raucher 19 TT cC TT 11 TT GG cC
P108 39 weiblich Nichtraucher 28 CT CT CT 11 CT GT cc
P109 66 méannlich Nichtraucher 12 cc cC TT 12 cC TT CT
P110 64 mannlich Raucher 22 cC CT CT 12 CT GT CT
P111 61 mannlich Raucher 10 CT CT CT 12 CT GT CT
P112 70 weiblich Raucher 23 CT CT CT 12 CT GT CT
P113 47 weiblich Nichtraucher 18 CT CT CT 11 CT GT cC
P114 72 méannlich Nichtraucher 21 cc TT cc 12 CcC TT CT
P115 65 méannlich Nichtraucher 26 cc cC TT 11 CT GT cc
P116 75 weiblich Nichtraucher 21 CT cC TT 11 cC TT cC
P117 63 mannlich Raucher 28 CT CT CT 11 CT GT cc
P118 69 méannlich Nichtraucher 23 TT cCc TT 12 TT GG CT
P119 55 mannlich Nichtraucher 24 cC CT CT 11 cC TT cC
P120 73 weiblich Raucher 20 CT cC TT 11 CT GT cc
P121 58 weiblich Nichtraucher 27 cC CT CT 12 cC TT CT
p122 60 weiblich Nichtraucher 29 TT cC TT 11 TT GG cC
P123 62 weiblich Raucher 22 cc CT CT 12 cC TT CT
P124 71 weiblich Raucher 11 TT CcC TT 11 TT GG CcC
P125 38 weiblich Nichtraucher 28

P126 52

P127 38 29 CT CcC TT 11 CT GT CcC
p128 28 Nichtraucher 24 CT CT CT 12 cC TT CT
P129 weiblich cc ccC TT 11 cc T cc
P130 76 Nichtraucher 22 CcC CT CT 11 CcC TT CcC
P131 CT cC TT 22 CT GT TT
P132 45 mannlich Raucher 18 cc CT CT 12 CT GT CT
P133 56 weiblich Nichtraucher 26 cc CT CT 22 CT GT CT
P134 73 weiblich Raucher 24 cC cC TT 11 cC TT cC
P135 62 weiblich Nichtraucher 22 CT CT CT 11 CT GT cc
P136 55 mannlich Raucher 20 CcC CT CT 11 CcC TT CcC
p137 61 mannlich Raucher 24 cC cC TT 11 CT GT cC
P138 61 méannlich Nichtraucher 25 CT CT CT 22 CT GT CT
P139 67 weiblich Raucher 22 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P140 60 weiblich Nichtraucher 23 cC cC TT 11 cC TT cC
P141 48 méannlich Nichtraucher 9 TT cC TT 11 CT GT CcC
P142 59 méannlich Nichtraucher 11 CT TT cc 12 CT GT CT
P143 50 weiblich Raucher 20 cC CT TT 11 cC TT cC
P144 48 weiblich Raucher 26 CT cC TT 11 CT TT cc
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P145 47 weiblich Raucher 22 cCc TT cC 22 cC TT CT
P146 61 mannlich Nichtraucher 23 CT cC TT 11 CT GT cC
P147 cc cC TT 11 cCc TT CcC
P148 65 méannlich Nichtraucher 19 cC TT cCc 22 cC TT TT
P149 45 weiblich Nichtraucher 24 cC CT CT 12 CT GT CT
P150 40 weiblich Nichtraucher 25 CcC CcC TT 12 CT GT CT
P151 58 méannlich Nichtraucher 18 cC CT CT 11 cC TT CcC
P152 63 weiblich Nichtraucher 27 CT CT CT 11 CT GT cC
P153 60 mannlich Raucher 20 CT CT CT 12 CT GT CT
P154 74 weiblich Nichtraucher 23 CT CT CT 12 CT GT CT
P155 49 weiblich Raucher 26 CT TT CcC 11 CT GT cC
P156 63 weiblich Nichtraucher 24 cC cc TT 12 CcC TT CT
P157 58 mannlich Nichtraucher 18 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P158 60 mannlich Nichtraucher 22 CcC CT CT 12 CcC TT CT
P159 63 weiblich Nichtraucher 24 cc TT cc 12 TT GG CT
P160 37 mannlich Raucher 26 cCc cC TT 11 cC TT CcC
P161 54 weiblich Raucher 20 CT TT CcC 12 CT GT CT
P162 63 weiblich Nichtraucher 25 CT CT CT 12 CT GT CT
P163 59 mannlich Raucher 18 cc cC TT 11 cC TT cc
P164 64 weiblich Nichtraucher 21 CT CT CT 11 TT GG CcC
P165 63 mannlich Nichtraucher 22 cC CT CT 12 cC TT CT
P166 52 weiblich Nichtraucher 22 cC CT CT 12 CT GT CT
P167 42 weiblich Nichtraucher 30 CcC CT CT 22 CT GT TT
P168 50 mannlich Raucher 27 cC CcC TT 12 cC TT CT
P169 60 weiblich Nichtraucher ? CT cC TT 11 CT GT cc
P170 64 weiblich Nichtraucher 24 cC CT CT 12 cc TT CT
P171 54 weiblich Nichtraucher 17 cC CT CT 11 CT GT CcC
pP172 33 mannlich Nichtraucher 26 CcC CT CT 11 CcC TT CcC
P173 42 weiblich Nichtraucher 26 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
P174 63 méannlich Raucher 9 cc CT CT cC TT CcC
P175 46 mannlich Nichtraucher 30 cC TT CcC cC TT CcC
P176 64 mannlich Nichtraucher 24 CcC CcC TT 12 CT GT CT
P177 45 weiblich Nichtraucher 28 cC CT CT 22 CcC TT TT
P178 60 mannlich Nichtraucher 29 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
P179 57 weiblich Nichtraucher 21 cCc CT CT 11 cC GT CcC
P180 42 weiblich Nichtraucher 21 cC TT CcC 11 cC TT cCc
p181 64 weiblich Nichtraucher 12 CcC TT CcC 11 CT GT CcC
P182 43 mannlich Nichtraucher 28 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P183 41 mannlich Raucher 29 CT cC TT 11 CT GT CcC
p184 64 méannlich Nichtraucher 20 cC CcC TT 11 cC TT CcC
P185 51 mannlich Raucher 17 CcC CT CT 12 CcC TT CT
P186 49 mannlich Raucher 25 cCc CT CT 12 cC TT CT
p187 47 weiblich Raucher 17 CT CT CT 12 CT GT CT
P188 35 mannlich Raucher 27 TT cC TT 11 CT GT CcC
P189 60 weiblich Nichtraucher 28 CT cc TT 11 CT GT cC
P190 34 weiblich Nichtraucher 28 CcC CcC TT 12 cC TT CT
P191 68 mannlich Nichtraucher 26 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P192 44 weiblich Nichtraucher 24 CT CcC TT 13 cC TT CcC
P193 60 méannlich Nichtraucher 20 cCc CT CT 12 cC TT CT
P194 50 mannlich Nichtraucher 30 cC CT CT 12 cC TT CT
P195 56 mannlich Raucher 15 cCc CT CT 12 cC TT CT
P196 59 weiblich Nichtraucher 18 CT CT CT 12 CT GT CT
P197 57 weiblich Nichtraucher 26 CT TT cCc 12 CT GT CT

111




P198 64 weiblich Nichtraucher 24 CcC CT CT 12 cc TT CT
P199 42 weiblich Raucher 16 cC TT cC 11 cC TT cc
P200 59 méannlich Raucher 21 CT cC TT 11 CT GT CcC
P201 60 weiblich Nichtraucher 28 cCc CT CT 11 CT GT CcC
P202 61 weiblich Nichtraucher 20 CcC CT CT 11 cC TT cC
P203 60 weiblich Nichtraucher 23 cC CT CT 22 cC TT TT
P204 71 mannlich Nichtraucher 10 CT CcC TT 11 TT GG cc
P205 49 weiblich Nichtraucher 24 CT CT CT 12 CT GT CT
P206 51 mannlich Raucher 29 CT CT CT 12 CT GT CT
p207 38 weiblich Raucher 22 cC CT CT 12 cc TT CT
P208 61 weiblich Nichtraucher 25 CT cc TT 11 CT GT CcC
P209 50 mannlich Raucher 15 CT CT CT 11 TT GG CcC
P210 44 weiblich Raucher 25 cCc CT CT 11 cC TT cc
p211 62 mannlich Nichtraucher 31 TT cC TT 11 CT GT cC
p212 55 weiblich Nichtraucher 27 CcC CcC TT 11 CT GT CcC
p213 36 mannlich Raucher 28 cCc CT CT 12 cC TT CT
p214 53 weiblich Nichtraucher 9 cC cC TT 22 CT GT TT
p215 35 weiblich Raucher 21 cC CT CT 12 cC TT CT
p216 34 weiblich Nichtraucher 29 CT CT CT 11 CT GT cC
p217 39 weiblich Raucher 22 cCc CT CT 11 CcC T cc
P218 38 weiblich Nichtraucher 30 TT CcC TT 11 TT GG CcC
P219 44 weiblich Raucher 24 cC CT CT 11 CT GT cc
P220 64 weiblich Nichtraucher 19 cC CcC TT 11 cC TT CcC
p221 49 weiblich Raucher 28 cC CT CT 23 cc TT CT
p222 53 weiblich Nichtraucher 24 TT CcC TT 11 TT GG CcC
p223 59 weiblich Nichtraucher 26 cC CT CT 12 cc TT CT
p224 61 weiblich Nichtraucher 10 cC CT CT 11 CT GT cCc
p225 42 weiblich Nichtraucher 24 cC CT CT 11 cC TT cc
p226 62 weiblich Nichtraucher 14 CT cc TT 11 CT GT CcC
p227 58 weiblich Nichtraucher 14 CT CT CT 12 CT GT CT
P228 61 mannlich Nichtraucher 14 CT CcC TT 11 CT GT CcC
p229 62 méannlich Nichtraucher 29 CT cC TT 11 CT GT CcC
P230 48 weiblich Nichtraucher 20 cC CT CT 23 cC TT CT
p231 55 weiblich Raucher 27 TT cC TT 11 TT GG CcC
P232 54 weiblich Raucher 17 CT cC TT 11 CT GT cc
P233 35 mannlich Nichtraucher 29 CT CcC TT 12 CT GT CT
p234 54 weiblich Nichtraucher 28 TT cC TT 12 TT GG CT
p235 45 mannlich Raucher 23 CcC CT CT 12 CcC TT CT
P236 56 weiblich Nichtraucher 16 CcC cc TT 11 cc TT CcC
p237 52 mannlich Nichtraucher 23 CT CcC TT 12 CT GT CT
P238 49 mannlich Nichtraucher 25 TT CcC TT TT GG CcC
P239 49 weiblich Nichtraucher 27 cc cC TT CT GG CcC
P240 73 mannlich Nichtraucher 19 CT CT CT 11 CT GT cC
p241 48 mannlich Raucher 25 CT cCc TT 11 CT GT cc
P242 51 mannlich Raucher 25 CcC CcC TT 12 CcC TT CT
P243 54 mannlich Nichtraucher 13 TT CcC TT 11 TT GG CcC
p244 46 weiblich Nichtraucher 29 CT CT CT 12 TT GG CT
p245 53 weiblich Raucher 18 cC CT CT 13 cc TT cC
P246 56 mannlich Raucher 11 CT cCc TT 11 CT GT CcC
P247 48 mannlich Nichtraucher 23 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
p248 40 mannlich Raucher 26 cCc CT CT 11 cC TT CcC
p249 57 méannlich Nichtraucher 24 CT cC TT 11 CT GT CcC
P250 36 mannlich Nichtraucher 23 CT cc TT 12 cC TT CT
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p251 52 weiblich Nichtraucher 26 CcC cc TT 11 cc TT CcC
p252 55 mannlich Raucher 25 cC CT CT 12 cC TT CT
P253 53 weiblich Nichtraucher 25 cC CT CT 11 cC TT cc
p254 45 méannlich Raucher 18 cCc cC TT 11 cC TT CcC
p255 84 weiblich Nichtraucher 12 cC CT CT 11 cc TT cC
P256 45 weiblich Raucher 28 CT cC TT 12 CT GT CT
p257 44 weiblich Nichtraucher 30 cC CT CT 11 cC TT cc
p258 69 weiblich Nichtraucher 10 cC CT CT 12 CcC TT CT
P259 53 weiblich Nichtraucher 29 TT cC TT 11 TT GG cC
P260 37 mannlich Raucher 28 CT cC TT 11 CT GT cC
P261 56 mannlich Nichtraucher 17 TT CT CT 11 TT GG cC
P262 35 weiblich Nichtraucher 27 CT TT cC 22 TT GG TT
P263 55 weiblich Raucher 26 cCc CT CT 12 cC TT CT
P264 65 weiblich Nichtraucher 22 cC cc TT 22 cc TT TT
P265 58 weiblich Nichtraucher 12 CT cc TT 11 CT GT CcC
P266 61 weiblich Nichtraucher 17 CcC CT CT 22 CT GT CT
p267 50 weiblich Raucher 20 cc cC TT 11 CT GT cc
P268 56 weiblich Nichtraucher 21 CT CT CT 12 CT GT CT
P269 63 weiblich Nichtraucher 20 CcC TT cC 22 cC TT TT
p270 69 weiblich Nichtraucher 24 CT CT CT 12 CT GT CT
P271 71 mannlich Nichtraucher 20 TT CcC TT 11 TT GG cc
p272 80 weiblich Nichtraucher 19 cC CcC TT 22 cC TT TT
p273 63 weiblich Nichtraucher 26 CT CT CT 11 CT GT CcC
p274 44 weiblich Raucher 28 cC cc TT 22 cc TT TT
p275 52 mannlich Nichtraucher 26 CT cc TT 11 CcC TT CcC
p276 54 weiblich Raucher 14 CT cc TT 11 cC TT cc
p277 68 weiblich Nichtraucher 17 cC CT CT 12 CcC TT CT
p278 70 méannlich Nichtraucher 12 cCc TT cCc 22 cC TT TT
pP279 60 weiblich Nichtraucher 13 cC CT CT 12 cc TT CT
P280 73 weiblich Nichtraucher 22 cC TT cC 11 cc TT CcC
P281 56 mannlich Nichtraucher 22 CcC CcC TT 12 CcC TT CT
p282 57 weiblich Nichtraucher 16 CT CT CT 12 CcC TT CT
p283 56 weiblich cCc cC TT CcC TT TT
p284 36 méannlich CT CT CT 22 CT GT T
P285 57 mannlich cc cC TT 12 cC TT CT
p286 44 weiblich cC CcC TT 11 cC TT CcC
p287 52 mannlich cc cC TT 11 cC TT CcC
p288 62 mannlich

P289 65 weiblich cc CT CT 12 CT GT CT
P290 cc cCc TT 23 cCc TT CT
P291 CcC cC TT 12 CcC TT CT
P292 CcC CT CT 12 CT GT CT
P293 CcC CT CT 12 TT GG CT
P294 cc cCc TT 12 cCc TT CT
P295 cc CT CT 12 CcC TT CT
P296 48 weiblich cc CT CT 11 CT GT CcC
p297 45 weiblich cc CT CT 11 CT GT CcC
P298 59 weiblich cCc CT CT 12 cC TT CT
P299 48 weiblich cc CT CT 12 cC TT CT
P300 58 mannlich cC cC TT 12 cC TT CT
P301 53 weiblich Nichtraucher 15 cC CcC TT 12 cC TT CT
P302 78 weiblich Nichtraucher 18 cC cC TT 13 cC TT cc
P303 35 weiblich Nichtraucher 26 CT cc TT 11 cc TT CcC
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P304 61 mannlich Nichtraucher 12 CT CT CT 11 CT GT cC
P305 53 weiblich Nichtraucher 27 cc CT CT 12 CT GT CT
P306 70 weiblich Nichtraucher 11 cC cC TT 12 cCc TT CT
P307 51 méannlich Nichtraucher 26 cC CcC TT 12 cC TT CT
P308 58 mannlich Nichtraucher 20 cC CT CT 11 cC TT CcC
P309 31 weiblich Raucher 23 cCc cC TT 22 CT GT TT
P310 43 mannlich Nichtraucher 23 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P311 72 mannlich Nichtraucher 6 cC cC TT 11 cC TT CcC
P312 44 mannlich Nichtraucher 22 cC CT CT 11 cC TT CcC
P313 42 mannlich Nichtraucher 31 cC cc TT 11 cC TT CcC
P314 71 mannlich Nichtraucher 20 TT CT CT 11 TT GG cC
P315 38 mannlich Raucher 27 cC CT CT 12 cC TT CT
P316 64 weiblich Nichtraucher 19 cC TT cC 11 cC TT cc
pP317 66 mannlich Nichtraucher 26 CT cC TT 22 CT GT TT
P318 62 mannlich Nichtraucher 20 CT CT CT 12 TT GG CT
P319 64 mannlich cc TT cc 12 cC TT CT
P320 64 weiblich CT cC TT 11 CT GT CcC
P321 64 weiblich cc cC TT 11 CT GT CcC
P322 55 mannlich cCc TT cc 12 CT GT CT
P323 56 mannlich cc CT CT 13 cC TT cc
P324 56 mannlich CT CT CT 13 CT GT CcC
P325 54 mannlich Raucher 25 CT CT CT 11 CT GT CcC
P326 67 méannlich Nichtraucher 25 CT cC TT 12 CT GT CT
p327 62 weiblich Nichtraucher 25 CT CT CT 12 CT GT CT
P328 45 mannlich Raucher 16 cc CT CT 12 CT GT CT
P329 57 weiblich Nichtraucher 22 cC cc TT 12 cc TT CT
P330 56 méannlich Raucher 19 CcC CT CT 11 CT GT CcC
P331 50 weiblich Raucher 16 cCc CT CT 12 cC TT CT
P332 45 mannlich Nichtraucher 25 CT cc TT 11 cC TT CcC
P333 43 weiblich Nichtraucher 15

P334 58 mannlich Nichtraucher 25 CT CcC TT 13 CcC TT CcC
P335 55 méannlich Nichtraucher 16 CT CT CT 12 CT GT CT
P336 54 weiblich Nichtraucher 16 cC CT CT 13 cC TT cC
pP337 56 weiblich Nichtraucher 23 cC TT cC 12 cc TT CT
P338 50 mannlich Nichtraucher 23 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P339 63 méannlich Nichtraucher 22 CcC CT CT 12 CcC TT CT
P340 64 méannlich Nichtraucher 23 CT TT cCc 22 TT GG TT
pP341 40 weiblich Nichtraucher 27 CcC cc TT 11 cc TT CcC
P342 50 mannlich Nichtraucher 25 TT cC TT 11 TT GG cC
P343 70 weiblich Nichtraucher 16 CT cc TT 12 CT GT CT
P344 64 weiblich Nichtraucher 28 cCc CT CT 11 CT GT cc
P345 65 weiblich Nichtraucher 20 CT cC TT 11 CT GT cC
P346 58 weiblich Nichtraucher 20 CT cc TT 12 CT GT CT
p347 63 weiblich Nichtraucher 19 CT CT CT 12 cc TT TT
P348 47 weiblich Raucher 21 cC TT cC 22 cc TT TT
P349 54 weiblich Raucher 16 CcC CT CT 12 CT
P350 36 weiblich Nichtraucher 27 cC CT CT 13 cC TT cc
P351 54 weiblich Nichtraucher 19 cC cc TT 11 cC
P352 41 mannlich Nichtraucher 27 CT CcC TT 11 CT GT CcC
P353 65 mannlich Nichtraucher 27 CT CT CT 11 CT GT CcC
P354 48 weiblich Nichtraucher 25 cc CT CT 12 TT GG CT
P355 72 weiblich Nichtraucher 8 cC CT CT 11 CT GT CcC
P356 55 weiblich Raucher 23 CT cC TT 11 CT GT cC
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P357 64 mannlich Raucher 24 TT cCc CT 11 TT GG cc
P358 67 mannlich Raucher 23 CT CT CT 11 CT GT CcC
P359 44 méannlich Nichtraucher 26 cCc CT CT 22 cC TT TT
P360 53 mannlich Raucher 28 cCc cC TT 11 CT GT CcC
P361 52 mannlich Raucher 25 CcC cC TT 11 cC TT cC
P362 67 weiblich Nichtraucher 22 CT CT CT 11 CT GT CcC
P363 60 méannlich Nichtraucher 26 cc CT CT 11 cC TT cc
P364 45 mannlich Raucher 25 cC cC TT 12 cC TT CT
P365 52 mannlich Raucher 11 cC CT CT 12 CT GT CT
P366 65 mannlich Nichtraucher 4 CT cC TT 11 CT GT cC
P367 59 weiblich Nichtraucher 12 cC cc TT 11 cc TT CcC
P368 59 weiblich Nichtraucher 28 CT CT CT 12 CT GT CT
P369 64 méannlich Nichtraucher 16 CT CT CT 12 TT GG CT
P370 41 mannlich Nichtraucher 26 cC TT cC 11 cC TT cC
P371 64 mannlich Raucher 4 CT cC TT 11 CT GT cc
p372 46 mannlich Nichtraucher 27 CT CcC TT 12 CT GT CT
pP373 43 weiblich Nichtraucher 22 cC TT cC 22 CT GT TT
pP374 56 weiblich Raucher 27 cC CT CT 13 cC TT cc
P375 52 mannlich Raucher 25 cC cC TT 11 cC TT cC
P376 54 mannlich Raucher 7 cC T cC 12 CcC TT CT
pP377 71 mannlich Nichtraucher 26 TT CcC TT 11 TT GG CcC
P378 55 weiblich Nichtraucher 23 cCc CT CT 11 cC TT cc
P379 51 méannlich Nichtraucher 29 cC CcC TT 11 cC TT CcC
P380 49 mannlich Nichtraucher 17 cC cc TT 12 cC TT CT
P381 40 mannlich Raucher 32 CT CT CT 11 CT GT cc
P382 66 mannlich Nichtraucher 18 CcC CT CT 12 CT GT CT
P383 65 méannlich Raucher 8 CT CT CT 12 CT GT CT
p384 65 méannlich Raucher 19 CT CT CT 12 TT GG CT
P385 52 mannlich Nichtraucher 23 cC CT CT 11 cC TT CcC
P386 53 weiblich Nichtraucher 25 CT cc TT 11 CT GT CcC
p387 51 weiblich Nichtraucher 21 cC CT CT 12 CT GT CT
P388 64 méannlich Nichtraucher 25 cC CT CT 12 cC TT CT
P389 57 mannlich Raucher 6 CcC CT CT CT GT cC
P390 71 weiblich Nichtraucher 28 cC CT CT 12 CT GT CT
P391 73 mannlich Raucher 13 cCc CT CT 11 cC TT cc
P392 39 mannlich Nichtraucher 24 CT CT CT 11 CT GT CcC
P393 42 méannlich Nichtraucher 26 cCc cC TT 12 cC TT CT
P394 51 weiblich Nichtraucher 27 cC CcC TT CcC TT CT
P395 61 weiblich Nichtraucher 5 CcC cc TT 11 cC TT CcC
P396 35 weiblich Nichtraucher 26 cC CT CT 22 cC TT TT
P397 55 mannlich Nichtraucher 28 CcC TT CcC 11 CcC TT CcC
P398 50 weiblich Nichtraucher 26 cc CT CT CT GT CT
P399 73 weiblich Nichtraucher 18 cC CT CT cc T CT
P400 41 weiblich Nichtraucher 32 CcC CT CT 12 CT GT CT
P401 76 weiblich Nichtraucher 24 cC CT CT 12 cC TT CT
P402 37 mannlich Raucher 21 CT CcC TT 11 CT GT CcC
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10.2. Daten der Kontrollgruppe

Num- Al- | Ge- Nikotin- Zdh- IL-1B IL-1B 11-1B IL-1RN IL-1A IL-1A IL-1RN
mer ter | schlecht abusus ne +3954 -511 -31 VNTR -889 +4848 +2018
B1 63 weiblich Nichtraucher | 26 CT CT CT 12 CT GT CT
B2 67 mannlich Nichtraucher | 28 cC cCc TT 11 CT GT cC
B3 55 ménnlich Raucher 25 CcC TT CcC 11 cC TT cC
B4 43 mannlich Nichtraucher | 31 CT cC TT 11 CcC TT CcC
B5 44 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 cC TT cc
B6 46 mannlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cc TT CT
B7 40 mannlich Nichtraucher | 28 cc CT CT 12 cC T CT
B8 45 mannlich Nichtraucher | 31 cc CT CT 12 cC TT CT
B9 61 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B10 54 mannlich Nichtraucher | 27 cCc CT CT 12 CT GT CT
B11 51 weiblich Nichtraucher | 27 cC cC TT 11 cc TT cc
B12 48 mannlich Nichtraucher | 28 cc cc TT 11 cC TT cC
B13 63 mannlich Nichtraucher | 26 cCc CT CT 12 CT GT CT
B14 42 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B15 40 weiblich Nichtraucher | 28 cc TT cc 22 cC TT TT
B16 66 mannlich Nichtraucher | 26 CT CT CT 12 T GG CT
B17 57 weiblich Raucher 27 CT CT CT 22 CcC TT TT
B18 39 mannlich Nichtraucher | 31 cc TT cc 12 cC TT CT
B19 67 mannlich Nichtraucher | 26 cCc CT CT 12 CT GT CT
B20 37 mannlich Raucher 28 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B21 37 mannlich Nichtraucher | 30 cc TT cc 22 cC TT TT
B22 54 mannlich Nichtraucher | 28

B23 49 weiblich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 cc TT cc
B24 40 weiblich Nichtraucher | 28 cc cc TT 12 CT GT CT
B25 53 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B26 37 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B27 39 mannlich Nichtraucher | 30 cc cc TT 11 cC TT cC
B28 68 mannlich Nichtraucher | 26 cC TT cC 11 cc TT cc
B29 49 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT cc
B30 40 mannlich Nichtraucher | 32 CT cC TT 12 CT GT CT
B31 45 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B32 49 mannlich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 CT GT cc
B33 40 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
B34 43 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cc TT cc
B35 63 mannlich Nichtraucher | 26 cCc cCc TT 11 CT GT CcC
B36 65 mannlich Nichtraucher | 27 CT CcC TT 11 CT GT cC
B37 44 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B38 38 weiblich Nichtraucher | 30 cC TT cC 22 cc TT TT
B39 46 mannlich Raucher 27 CT cC TT 12 CT GT CT
B40 37 mannlich Nichtraucher | 32 cC cC TT 11 cc TT cc
B41 42 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
B42 46 mannlich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 TT GG cc
B43 65 mannlich Raucher 25 cC CT CT 12 cc TT CT
B44 42 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B45 46 | weiblich Nichtraucher | 28 cc T cc 11 cc TT cc
B46 49 weiblich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 cc TT cc
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B47 54 weiblich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cC TT CT
B48 43 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B49 36 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT cc
B50 39 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B51 40 mannlich Raucher 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B52 60 mannlich Raucher 27 CcC CT CT 11 CT GT CcC
B53 46 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 CT GT cC
B54 37 mannlich Nichtraucher | 31 cC CT CT 22 cc TT TT
B55 55 méannlich Nichtraucher | 22 CT cc TT 22 TT GG TT
B56 56 ménnlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 11 cC TT cC
B57 35 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 T GG CcC
B58 47 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 13 CT GT cc
B59 50 weiblich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 CT GT cC
B60 66 mannlich Raucher 27 cC TT cC 22 cc TT TT
B61 60 méannlich Nichtraucher | 20 CT CT TT 22 CT GT TT
B62 38 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 CT GT cC
B63 65 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B64 68 méannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B65 60 ménnlich Nichtraucher | 28

B66 60 mannlich Nichtraucher | 28 cc CT CT 11 T GG CcC
B67 44 mannlich Raucher 24 CT CT CT 11 CT GT CcC
B68 38 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT cC GT cC
B69 48 mannlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 12 T GG CT
B70 43 mannlich Nichtraucher | 28 TT cc TT 12 TT GG CT
B71 38 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B72 45 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 22 cc TT TT
B73 37 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 TT GG cc
B74 41 weiblich Nichtraucher | 28 cc cC TT 11 cC TT cC
B75 45 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 13 cc TT cc
B76 66 mannlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 11 cc TT cc
B77 44 ménnlich Nichtraucher | 27 TT cC TT 11 TT GG cC
B78 53 weiblich Nichtraucher | 20 cC CT CT 12 cc TT CT
B79 36 mannlich Nichtraucher | 32 CT TT cC 12 CT GT CT
B80 65 ménnlich Nichtraucher | 28 cc cC TT 12 cC TT CT
B81 49 weiblich Nichtraucher | 24 cC TT cC 12 cc TT CT
B82 55 ménnlich Raucher 27

B83 51 ménnlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 CT GT cC
B84 54 mannlich Nichtraucher | 28 cCc CcC TT 11 CT GT CcC
B85 41 mannlich Nichtraucher | 30 cCc CT CT 12 CT GT CT
B86 52 ménnlich Raucher 28 CT CT cC 12 CT GT CT
B87 36 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 cc TT CT
B88 36 weiblich Nichtraucher | 25 CT TT cC 12 CT GT CT
B89 50 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 11 cC TT cC
B90 42 weiblich Nichtraucher | 32 CT CT CT 12 cc TT CT
B91 40 mannlich Nichtraucher | 32 cC cC TT 11 cc TT cc
B92 35 ménnlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B93 36 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 12 CT GT CT
B94 37 weiblich Nichtraucher | 32 cC TT cC 22 cC TT TT
B95 60 ménnlich Nichtraucher | 26 cc cC TT 11 cC TT cC
B96 49 mannlich Nichtraucher | 27 CT cCc TT 12 TT GG CT
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B97 44 ménnlich Nichtraucher | 27 CT cC TT 11 CT GT cC
B98 60 mannlich Nichtraucher | 22 cCc CT CT 11 CT GT CT
B99 64 mannlich Nichtraucher | 24 cC cC TT 12 cc TT TT
B100 49 ménnlich Raucher 27 CT TT cC 11 TT GG cC
B101 52 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cc TT CT
B102 50 méannlich Nichtraucher | 28 cCc cC TT 12 cc TT CT
B103 56 ménnlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 23 cC TT CT
B104 64 weiblich Nichtraucher | 26 CT CcC TT 11 CT GT cc
B105 46 weiblich Nichtraucher | 26 cCc CT CT 12 cC TT CT
B106 60 weiblich Nichtraucher | 22 cC

B107 46 mannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 11 CT GT CcC
B108 36 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 23 cc TT CT
B109 44 weiblich Nichtraucher | 30 CT CT CT 11 TT GG cC
B110 66 mannlich Nichtraucher | 20 CT CT CT 22 CT GT CT
B111 47 méannlich Nichtraucher | 32 cCc cC TT 12 cc TT CT
B112 57 ménnlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B113 67 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 cc TT CT
B114 38 mannlich Nichtraucher | 25 cc TT cc 12 CT GT CT
B115 46 ménnlich Nichtraucher | 28 cC TT cC 22 cC TT TT
B116 55 weiblich Nichtraucher | 27 cC cC TT 11 cc TT cc
B117 48 mannlich Raucher 26 CT CcC TT 11 TT TT CcC
B118 52 ménnlich Raucher 27 cC cC TT 11 cC TT cC
B119 42 weiblich Nichtraucher | 32 cC TT cC 12 cc TT CT
B120 48 weiblich Nichtraucher | 30 TT cC TT 12 TT GG CT
B121 38 ménnlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 12 CT GT CT
B122 55 weiblich Nichtraucher | 27 CT CcC TT 11 CT GT cc
B123 61 weiblich Nichtraucher | 20 CT cC TT 11 CT GT cc
B124 35 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT cC
B125 41 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 TT GG CT
B126 44 mannlich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 CT TT cc
B127 67 ménnlich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 CT GT cC
B128 50 weiblich Nichtraucher | 27 CT CcC TT 12 CT GT CT
B129 41 weiblich Nichtraucher | 31 cC cC TT 11 cC TT cC
B130 42 ménnlich Nichtraucher | 32 cC cC TT 11 cC TT cC
B131 40 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B132 35 mannlich Nichtraucher | 31 cC CT CT 12 cc TT CT
B133 51 weiblich Nichtraucher | 29 ccC TT cc 11 cC TT cC
B134 55 mannlich Nichtraucher | 30 cCc CT CT 11 CT GT CcC
B135 54 méannlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B136 45 ménnlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 12 CT GT CT
B137 47 weiblich Nichtraucher | 30 CT CcC TT 11 CT GT cc
B138 54 mannlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 11 cc TT cc
B139 63 ménnlich Raucher 24 TT cC TT 11 TT GG cC
B140 53 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 22 TT GG TT
B141 48 méannlich Nichtraucher | 28 cC TT cC 22 cc TT TT
B142 38 ménnlich Nichtraucher | 27 cC TT cC 22 cC TT TT
B143 52 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 CT GT CcC
B144 46 weiblich Nichtraucher | 29 cC TT cC 22 cc TT TT
B145 50 weiblich Nichtraucher | 23 cC cC TT 11 cC TT cC
B146 46 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
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B147 51 ménnlich Nichtraucher | 25 cC cC TT 11 cC TT cC
B148 39 mannlich Nichtraucher | 31 CcC TT cC 12 CcC TT CT
B149 38 weiblich Nichtraucher | 29 cC TT cC 12 cc TT CT
B150 45 ménnlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cC TT CT
B151 47 mannlich Raucher 30 CcC cC TT 12 cc TT CT
B152 61 méannlich Nichtraucher | 25 cCc cC TT 11 cc TT cc
B153 55 ménnlich Nichtraucher | 26 CT cC TT 11 CT GT cC
B154 35 mannlich Nichtraucher | 31 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B155 42 weiblich Nichtraucher | 28 cCc TT cCc 22 CT GT TT
B156 57 ménnlich Nichtraucher | 27 CT cC TT 12 CT GT CT
B157 45 mannlich Nichtraucher | 25 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B158 47 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 cc TT CT
B159 37 ménnlich Nichtraucher | 32 cC cC TT 11 cC TT cC
B160 57 weiblich Nichtraucher | 29 CT TT CcC 11 CT GT cc
B161 60 mannlich Nichtraucher | 28 TT cc TT 12 CT GT CT
B162 37 ménnlich Nichtraucher | 30 cC TT cC 11 cC TT cC
B163 35 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B164 51 weiblich Nichtraucher | 22 CT CT CT 11 cc TT cc
B165 36 ménnlich Nichtraucher | 31 cC TT cC 22 cC TT TT
B166 58 mannlich Nichtraucher | 20 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B167 36 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 13 cc TT cc
B168 48 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT cC
B169 62 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 cc TT cc
B170 64 weiblich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B171 56 ménnlich Nichtraucher | 30 CT cC TT 12 CT GT cC
B172 43 mannlich Nichtraucher | 28 CcC cC TT 11 CcC TT CcC
B173 54 weiblich Nichtraucher | 30 TT cC TT 11 TT GG cc
B174 40 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cC TT CT
B175 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B176 53 mannlich Nichtraucher | 29 TT cc TT 11 TT GG cc
B177 42 weiblich Nichtraucher | 28 ccC cC TT 11 cC TT cC
B178 54 mannlich Nichtraucher | 24 cCc CT CT 12 CT GT CT
B179 63 mannlich Nichtraucher | 29 TT cc TT 12 TT GG CT
B180 49 weiblich Nichtraucher | 28 ccC cC TT 11 cC TT cC
B181 56 mannlich Nichtraucher | 26 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B182 47 mannlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 12 cc TT CT
B183 56 ménnlich Raucher 27 cC cC TT 11 cC TT cC
B184 48 weiblich Nichtraucher | 27 CT CcC TT 11 CT GT cc
B185 52 méannlich Nichtraucher | 31 cC cC TT 12 cc TT CT
B186 67 weiblich Nichtraucher | 25 CT CT CT 11 TT GG cC
B187 52 weiblich Nichtraucher | 23 cC CT CT 12 CcC TT CT
B188 66 mannlich Nichtraucher | 27 CT cCc TT 12 CT GT CT
B189 67 ménnlich Raucher 20 cC cC TT 11 cC TT cC
B190 53 mannlich Nichtraucher | 21 CT CT CT 22 CT GT CT
B191 57 mannlich Nichtraucher | 20 CT cc TT 11 CT GT CcC
B192 65 ménnlich Nichtraucher | 25 cC CT CT 12 cC TT CT
B193 42 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 22 CT GT TT
B194 44 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 cC TT cC
B195 67 weiblich Nichtraucher | 30 cC cC TT 12 cC TT CT
B196 56 mannlich Raucher 28 cCc cCc TT 13 CcC TT cc
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B197 49 ménnlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 12 CT GT CT
B198 37 weiblich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 CT GT CcC
B199 48 mannlich Raucher 28 CcC TT CcC 23 CcC TT CT
B200 44 weiblich Nichtraucher | 23 cc cC TT 11 cC TT cC
B201 37 mannlich Nichtraucher | 30 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B202 35 mannlich Raucher 28 CT CcC T 11 CT GT CcC
B203 37 ménnlich Nichtraucher | 25 cC CT CT 11 cC TT cC
B204 35 mannlich Nichtraucher | 30 CcC CcC TT 12 CcC TT CT
B205 52 mannlich Raucher 23 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B206 37 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 12 cC TT CT
B207 48 mannlich Raucher 25 CT cc TT 11 CT GT cc
B208 42 méannlich Nichtraucher | 24 cCc cC TT 11 cc TT cc
B209 35 weiblich Nichtraucher | 28 ccC CT CT 22 cC TT TT
B210 48 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 CT GT CcC
B211 44 mannlich Nichtraucher | 27 CT cc TT 11 CT GT CcC
B212 45 ménnlich Nichtraucher | 32 CT cC TT 11 CT GT cC
B213 44 mannlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 11 CT GT CcC
B214 39 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 TT GG cc
B215 54 ménnlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cC TT cC
B216 45 mannlich Nichtraucher | 23 CT CT CT 11 T GG cc
B217 52 mannlich Raucher 26 TT CT CT 22 TT GG TT
B218 60 ménnlich Nichtraucher | 25 cC CT CT 22 cC TT TT
B219 35 weiblich Nichtraucher | 32 CT cC TT 11 cc TT cc
B220 35 méannlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 12 CT GT CT
B221 58 ménnlich Nichtraucher | 26 cC TT cC 11 cC TT cC
B222 49 weiblich Nichtraucher | 31 cC CT CT 11 cc TT cCc
B223 38 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 13 cc TT cc
B224 45 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cC TT cC
B225 60 mannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B226 56 weiblich Nichtraucher | 20 cC CT CT 12 cc TT CT
B227 55 weiblich Nichtraucher | 28 ccC CT CT 12 CT GT CT
B228 35 weiblich Nichtraucher | 31 cC CT CT 12 CT GT CT
B229 39 méannlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 12 cc TT CT
B230 43 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B231 50 mannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 CT GT CcC
B232 42 weiblich Nichtraucher | 24 CT cC TT 11 CT GT cc
B233 56 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cC TT CT
B234 38 mannlich Nichtraucher | 32 CT CT CT 22 CT GT TT
B235 37 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B236 36 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 CT GT cC
B237 64 mannlich Nichtraucher | 25 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B238 42 méannlich Nichtraucher | 28 cC TT cCc 12 cc TT CT
B239 36 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 11 cC TT cC
B240 51 mannlich Nichtraucher | 31 CT cCc TT 12 CT GT CT
B241 48 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 cc TT cc
B242 43 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cC TT CT
B243 47 mannlich Nichtraucher | 29 cCc CT CT 11 CT GT CcC
B244 36 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cc TT cc
B245 38 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B246 45 mannlich Nichtraucher | 29 CT

120




B247 64 weiblich Nichtraucher | 26 CT cC TT 12 CT GT CT
B248 57 mannlich Nichtraucher | 29 CT TT cCc 12 CT GT CT
B249 52 mannlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 11 CT GT cC
B250 45 weiblich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 TT GG cC
B251 65 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B252 40 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B253 53 ménnlich Nichtraucher | 31 cC cC TT 13 cC TT cC
B254 44 mannlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 11 cc TT cc
B255 60 mannlich Nichtraucher | 24 CT cCc TT 12 CT GT CT
B256 35 weiblich Nichtraucher | 21 CT CT CT 12 cC TT CT
B257 46 weiblich Nichtraucher | 29 CT cC TT 11 CT GT cc
B258 43 weiblich Nichtraucher | 30 cC TT cC 12 cc TT CT
B259 46 weiblich Nichtraucher | 28 ccC TT cc cC TT CT
B260 36 weiblich Nichtraucher | 25 cC CT CT 12 cc TT CT
B261 57 mannlich Nichtraucher | 31 CT CT CT 12 TT GG CT
B262 57 weiblich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 CT GT cC
B263 48 weiblich Nichtraucher | 22 CT CT CT 11 CT GT CcC
B264 43 mannlich Raucher 28 CcC CcC TT 11 TT GG CcC
B265 53 ménnlich Nichtraucher | 31 cC CT CT 12 cC TT CT
B266 44 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B267 37 weiblich Nichtraucher | 20 cC CT CT 12 cc TT TT
B268 52 ménnlich Nichtraucher | 30 cC cC TT 13 cC TT cC
B269 46 weiblich Nichtraucher | 21 CT CT CT 11 CT GT CcC
B270 62 méannlich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 cc TT cc
B271 46 weiblich Nichtraucher | 25 TT cC TT 11 TT GG cC
B272 45 mannlich Nichtraucher | 22 CT CT CT 11 cc TT cc
B273 37 méannlich Nichtraucher | 30 cCc cC TT 11 cc TT cc
B274 38 ménnlich Nichtraucher | 31 cC TT cC 11 CT GT cC
B275 42 mannlich Nichtraucher | 23 CcC TT cC 11 CcC TT CcC
B276 38 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 cc TT CT
B277 48 weiblich Nichtraucher | 24 ccC CT CT 12 cC TT CT
B278 55 mannlich Nichtraucher | 22 cC CT CT 23 TT TT CT
B279 38 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B280 42 ménnlich Nichtraucher | 20 cC cC TT 11 TT TT cC
B281 66 mannlich Nichtraucher | 26 CcC TT cC 12 CcC TT CT
B282 65 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 CT GT cc
B283 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 22 cC TT TT
B284 65 mannlich Raucher 28 cCc TT cCc 11 CcC TT cc
B285 43 weiblich Nichtraucher | 29 cC cC TT 12 CT GT CT
B286 55 weiblich Nichtraucher | 24 CT cC TT 11 cC TT cC
B287 46 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B288 40 méannlich Nichtraucher | 27 cC TT cCc 11 cc TT cc
B289 36 ménnlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 11 CT GT cC
B290 42 weiblich Nichtraucher | 27 cC cC TT 22 cc TT TT
B291 63 mannlich Nichtraucher | 23 CT cc TT 11 CT GT CcC
B292 66 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B293 43 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B294 51 mannlich Nichtraucher | 24 CT TT cc 22 CT GT TT
B295 37 ménnlich Nichtraucher | 31 cC CT CT 12 cC TT CT
B296 40 mannlich Nichtraucher | 27 cCc TT cCc 12 CT GT CT

121




B297 62 ménnlich Raucher 27 cC CT CT 13 CT GT CT
B298 67 mannlich Nichtraucher | 20 CT CcC TT 11 CcC TT CcC
B299 43 weiblich Nichtraucher | 20 cC CT CT 11 cc TT cc
B300 49 ménnlich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 CT GT cC
B301 59 weiblich Nichtraucher | 24 cC cC TT 11 cc TT cc
B302 49 mannlich Raucher 24 CcC CT CT 12 CcC TT CT
B303 56 ménnlich Raucher 20 CT cC TT 12 CT GT CT
B304 42 mannlich Nichtraucher | 30 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B305 35 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 12 CT GT CT
B306 44 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B307 47 mannlich Nichtraucher | 28 cCc cCc TT 11 CT GT CcC
B308 40 mannlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 22 cc TT TT
B309 46 weiblich Nichtraucher | 20 CT CT CT 12 cC TT CT
B310 37 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT CcC TT CT
B311 57 méannlich Nichtraucher | 28 cCc cC TT 12 cc TT CT
B312 47 ménnlich Nichtraucher | 32 CT CT CT 22 TT GG TT
B313 61 weiblich Nichtraucher | 28 CT CcC TT 12 CT GT CT
B314 56 weiblich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B315 43 ménnlich Nichtraucher | 31 cC cC TT 13 cC TT cC
B316 57 weiblich Nichtraucher | 20 cC TT cC 12 cc TT CT
B317 37 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cc
B318 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 22 cC TT cC
B319 66 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B320 57 méannlich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 cc TT cc
B321 60 ménnlich Nichtraucher | 24 TT TT cC 12 TT GG CT
B322 40 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 11 cc TT cc
B323 54 méannlich Nichtraucher | 32 cc cc TT 11 CT GT CcC
B324 36 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B325 58 mannlich Raucher 26 cc cc TT 11 CT GT cc
B326 46 weiblich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 TT GG cc
B327 43 ménnlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 cC TT cC
B328 42 weiblich Nichtraucher | 30 cC CT CT 12 cc TT CT
B329 43 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 cc TT cc
B330 64 ménnlich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 CT GT cC
B331 45 mannlich Raucher 30 cCc cC TT 11 CcC TT cc
B332 38 mannlich Nichtraucher | 28 TT cc TT 11 TT GG cc
B333 63 ménnlich Nichtraucher | 22 cC CT CT 11 cC TT cC
B334 59 mannlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 11 CT GT CcC
B335 61 weiblich Nichtraucher | 20 cC cC TT 11 CT GT cC
B336 61 ménnlich Nichtraucher | 24 CT cC TT 12 CT GT CT
B337 48 mannlich Nichtraucher | 32 CcC TT cC 22 CcC TT TT
B338 40 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cc
B339 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B340 41 mannlich Nichtraucher | 28 CcC TT cC 22 CcC TT TT
B341 65 mannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 13 CT GT CcC
B342 43 weiblich Nichtraucher | 27 cC cC TT 11 cC TT cC
B343 61 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B344 68 mannlich Nichtraucher | 20 cc cc TT 12 CT GT CT
B345 40 weiblich Nichtraucher | 32 CT CT CT 11 CT GT cC
B346 44 weiblich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 TT GG cc
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B347 38 weiblich Nichtraucher | 28 cc cC TT 11 cC TT cC
B348 42 mannlich Nichtraucher | 27 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B349 37 méannlich Nichtraucher | 29 cCc cC TT 13 cc TT cc
B350 53 weiblich Nichtraucher | 20 cc CT CT 12 cC TT CT
B351 59 mannlich Nichtraucher | 20 cC CT CT 12 cc TT CT
B352 49 weiblich Nichtraucher | 27 TT cC TT 12 TT GG CT
B353 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cC TT CT
B354 54 mannlich Raucher 20 TT cCc TT 11 CT GT cc
B355 43 mannlich Nichtraucher | 30 cc CT CT CcC TT CT
B356 49 weiblich Nichtraucher | 31 cC cC TT 12 cC TT CT
B357 37 mannlich Raucher 26 TT CT CT 11 cc TT cc
B358 38 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cc
B359 54 weiblich Nichtraucher | 24 cC CT CT 12 cC TT CT
B360 40 mannlich Nichtraucher | 32 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B361 39 weiblich Nichtraucher | 32 cCc TT cCc 22 CT GT TT
B362 56 weiblich Nichtraucher | 22 cC TT cC 12 cC TT CT
B363 36 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CcC TT CT
B364 41 mannlich Nichtraucher | 30 CT cc TT 11 CT GT CcC
B365 41 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cC TT CT
B366 52 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc GT CT
B367 41 méannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 11 CT GT CcC
B368 52 ménnlich Raucher 27 CT CT CT 11 TT GG cC
B369 49 weiblich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B370 46 méannlich Nichtraucher | 27 cCc cC TT 12 cc TT CT
B371 46 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 12 cC TT CT
B372 48 mannlich Nichtraucher | 26 CT cCc TT 12 CT GT CT
B373 41 méannlich Nichtraucher | 31 TT CT CT 12 TT GG CT
B374 39 ménnlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 22 cC TT TT
B375 41 mannlich Raucher 28 CT CT CT 11 CT GT cc
B376 66 mannlich Nichtraucher | 31 cc cc TT cC TT CcC
B377 60 ménnlich Nichtraucher | 27 cC TT cC 12 cC TT CT
B378 55 weiblich Nichtraucher | 25 CT CcC TT 11 CT GT cc
B379 49 weiblich Nichtraucher | 26 CT cC TT 11 CT GT cc
B380 48 ménnlich Nichtraucher | 27 TT cC TT 11 TT GG cC
B381 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 CT GT CcC
B382 36 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B383 48 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B384 47 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 12 CT GT CT
B385 43 mannlich Raucher 27 CT CcC T 11 CT GT CcC
B386 48 ménnlich Nichtraucher | 32 cC TT cC 11 cC TT cC
B387 41 mannlich Nichtraucher | 30 cCc TT cCc 12 CcC GT CT
B388 36 mannlich Raucher 27 CT T CT 11 CT GT CcC
B389 37 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B390 45 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 TT GT CcC
B391 43 mannlich Nichtraucher | 28 cCc CT CT 12 cc TT CT
B392 44 ménnlich Nichtraucher | 29 cC TT cC 11 cC TT cC
B393 49 mannlich Nichtraucher | 30 CcC TT cC 22 CcC TT TT
B394 39 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B395 47 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B396 45 weiblich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cc TT cCc
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B397 36 weiblich Nichtraucher | 28

B398 46 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B399 58 mannlich Nichtraucher | 26 CT cc TT 12 CT GT CT
B400 42 ménnlich Nichtraucher | 31 cC TT cC 22 cC TT TT
B401 58 weiblich Nichtraucher | 20 cC cC TT 12 cc TT CT
B402 46 weiblich Raucher 21 CT CcC TT 11 CcC TT CcC
B403 64 ménnlich Nichtraucher | 27 cC CT CT CT GT

B404 56 weiblich Nichtraucher | 26 cCc cCc TT CT GT CT
B405 37 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 TT GG CT
B406 37 ménnlich Nichtraucher | 31 cC

B407 36 mannlich Raucher 28 cCc CT CT 11 CcC TT CcC
B408 53 mannlich Nichtraucher | 28 cc TT cc 11 CT GT CT
B409 35 weiblich Nichtraucher | 28 CT CcC TT 12 CT GT cC
B410 35 weiblich Nichtraucher | 31 cC cC TT 12 cC TT CT
B411 45 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 CcC TT CT
B412 35 weiblich Nichtraucher | 28

B413 35 ménnlich Raucher 29 cC CT CT 12 cC TT

B414 53 mannlich Raucher 31 cc cc TT 11 CT GT CT
B415 46 weiblich Nichtraucher | 25 cc cc TT 11 cC TT cC
B416 39 ménnlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B417 39 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 22 T GG cc
B418 37 ménnlich Raucher 24 cC CcC TT 22 CcC TT TT
B419 46 ménnlich Raucher 27 cC CT CT 11 cC TT cC
B420 41 mannlich Nichtraucher | 32 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B421 44 mannlich Nichtraucher | 32 cC TT cC 12 cc TT CT
B422 54 ménnlich Nichtraucher | 21 cC CT CT 11 cC TT CT
B423 44 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 CT GT CcC
B424 45 mannlich Nichtraucher | 28 TT cC TT 13 TT GG CC
B425 43 ménnlich Nichtraucher | 27 CT cc TT 11

B426 55 weiblich Nichtraucher | 25 cC cC TT 11 cc TT cc
B427 55 mannlich Raucher 29 CT CT CT 12 CT GT CT
B428 40 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B429 44 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B430 62 mannlich Nichtraucher | 28 cC TT cC 11 CT GT cc
B431 35 ménnlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 TT GG cC
B432 39 mannlich Raucher 20 cCc CT CT 11 CcC TT CcC
B433 56 mannlich Nichtraucher | 30 cC TT cC 22 CT GT TT
B434 37 weiblich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12

B435 38 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B436 51 mannlich Nichtraucher | 27 CT cC TT 11 TT GG cC
B437 39 weiblich Nichtraucher | 31 cC cC TT 11 cC TT cC
B438 50 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 CcC TT TT
B439 63 | weiblich Nichtraucher | 25 CT cc T 11 cc TT cc
B440 45 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B441 61 mannlich Raucher 26 CT CT CT 12 TT GG CT
B442 68 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
B443 41 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 11 cC TT cC
B444 42 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cc TT CT
B445 53 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B446 37 ménnlich Nichtraucher | 28 TT TT cC CT GT TT
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B447 43 ménnlich Nichtraucher | 25 TT cC TT 11 TT GG cC
B448 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 12 cc TT CT
B449 35 mannlich Raucher 28 CcC CcC TT 11 CT GT CcC
B450 58 ménnlich Nichtraucher | 22 cC TT cC 11 cC TT cC
B451 59 mannlich Nichtraucher | 29 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B452 63 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT TT 12 CT GT TT
B453 37 ménnlich Nichtraucher | 29 CT CT CT 11 CT GT cC
B454 45 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 CcC TT cc
B455 35 méannlich Nichtraucher | 27 cCc CT TT 11 CcC TT cc
B456 49 weiblich Nichtraucher | 27 CT cC TT 11 TT GG cC
B457 35 mannlich Nichtraucher | 32 CT cC TT 12 CT TT CT
B458 42 mannlich Nichtraucher | 32 CT cc TT 11 CT GT CcC
B459 47 weiblich Nichtraucher | 19 cC CT CT 23 CT GT CT
B460 57 mannlich Raucher 30

B461 63 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B462 38 ménnlich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 CT GT CT
B463 59 mannlich Nichtraucher | 23 CcC TT cC 23 CcC TT CcC
B464 49 mannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 11 CT GT CcC
B465 51 mannlich Nichtraucher | 20

B466 43 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 cc TT cc
B467 64 mannlich Nichtraucher | 26 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B468 60 mannlich Nichtraucher | 29 cC TT cC 22 CT GT TT
B469 55 ménnlich Nichtraucher | 26 CT cC TT 12 CT GT CT
B470 37 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CcC GG CT
B471 47 mannlich Raucher 30 TT cC TT 13 CT GT CC
B472 47 ménnlich Raucher 29 CT CT CT 12 cC GG CT
B473 52 mannlich Raucher 28 - cc -

B474 37 méannlich Nichtraucher | 25 CT cC TT 22 cc TT TT
B475 53 ménnlich Raucher 20 cC CT CT 11 CT GT cC
B476 40 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 CcC TT cc
B477 44 mannlich Nichtraucher | 25 cC TT cC 11 cCc TT CcC
B478 46 weiblich Raucher 25 cC CT CT 11 cC TT cC
B479 36 mannlich Raucher 26 cCc cCc TT 11 CcC TT CcC
B480 41 mannlich Nichtraucher | 28 cC CcC TT 12 cCc TT CT
B481 40 ménnlich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 CT GT cC
B482 53 mannlich Nichtraucher | 28 CcC CcC TT 13 CcC TT CcC
B483 41 mannlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 22 cC TT TT
B484 57 ménnlich Nichtraucher | 31 cC CT CT 11 CT GT cC
B485 46 mannlich Nichtraucher | 24 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B486 42 mannlich Nichtraucher | 28 TT CT CT 22 TT GG TT
B487 35 ménnlich Raucher 32 CT CT CT 11 CT GT cC
B488 36 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B489 44 mannlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 12 CT GT CT
B490 43 weiblich Raucher 25 TT cC TT 12 TT GG CT
B491 64 weiblich Nichtraucher | 20 cC CT CT 22 CT GT TT
B492 52 mannlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 11 cC TT cC
B493 36 ménnlich Nichtraucher | 27 cC TT cC 12 cC TT CT
B494 37 mannlich Nichtraucher | 32 CT CT CT 11 CT GT CcC
B495 39 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cC TT CT
B496 56 ménnlich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 cC TT cC
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B497 40 weiblich Raucher 26 CT CT CT 11 CT GT cC
B498 36 mannlich Raucher 28 CT CT CT 12 T GG CT
B499 58 méannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B500 46 ménnlich Raucher 27 CT cC TT 13 CT GT cC
B501 38 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 12 cc TT CT
B502 40 mannlich Raucher 31 CcC CT CT 11 CcC TT CcC
B503 42 ménnlich Nichtraucher | 27 TT cC TT 11 TT GG cC
B504 48 mannlich Nichtraucher | 31 CT CT CT 11 CT GT CcC
B505 63 weiblich Raucher 30 cC cC TT 12 CcC TT CT
B506 49 ménnlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 12 TT GG CT
B507 63 mannlich Nichtraucher | 27 TT cCc TT 11 CT GT CcC
B508 40 méannlich Nichtraucher | 31 cCc TT cC 11 cc TT cc
B509 54 ménnlich Raucher 25 cC cC TT 11 cC GT cC
B510 62 mannlich Nichtraucher | 23 cC CT CT 12 cc TT CT
B511 48 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT cC
B512 43 ménnlich Nichtraucher | 26 CT cC TT 11 CT GT cC
B513 37 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B514 35 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 cc TT CT
B515 36 ménnlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 12 cC TT CT
B516 45 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B517 48 mannlich Raucher 27 CcC TT CcC 11 CcC TT cC
B518 42 ménnlich Raucher 27 cC CT CT 12 CT GT CT
B519 46 mannlich Nichtraucher | 32 CcC TT cC 12 CcC TT CT
B520 37 weiblich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B521 46 ménnlich Nichtraucher | 25 cC TT cC 12 cC TT CT
B522 52 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B523 38 méannlich Nichtraucher | 25 TT TT cc 12 TT GG CT
B524 40 ménnlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 12 cC TT CT
B525 45 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B526 37 weiblich Nichtraucher | 27 cC TT cC 11 cc TT cc
B527 60 ménnlich Raucher 28 TT cC TT 11 CT GT cC
B528 41 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B529 41 mannlich Raucher 27 CcC CT CT 12 CcC TT CT
B530 42 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B531 39 weiblich Nichtraucher | 20 cC cC TT 12 CT GT CT
B532 51 méannlich Nichtraucher | 27 cC cC TT 11 cc TT cc
B533 36 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 13 cC TT cC
B534 36 mannlich Raucher 31 CT CT CT 11 CT GT cc
B535 54 weiblich Nichtraucher | 20 cC cC TT 11 cc TT cc
B536 38 ménnlich Nichtraucher | 32 cC TT cC 12 cC TT CT
B537 47 mannlich Nichtraucher | 28 TT cCc TT 13 T GG cc
B538 44 mannlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 11 cc TT cc
B539 41 weiblich Raucher 30 cC CT CT 11 TT GG cC
B540 44 mannlich Raucher 25 CT cc TT 11 CT GT cc
B541 51 mannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 12 CT GT CT
B542 42 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 TT GG cC
B543 39 mannlich Nichtraucher | 32 cC CT CT 12 cc TT CT
B544 41 weiblich Nichtraucher | 26 CT TT cC 22 CT GT TT
B545 48 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
B546 55 mannlich Nichtraucher | 27 CT cCc TT 11 CT GT CcC
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B547 40 ménnlich Nichtraucher | 32 cC TT cC 12 cC TT CT
B548 46 mannlich Nichtraucher | 28 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B549 48 weiblich Nichtraucher | 26 CT TT cC 12 CT GT CT
B550 50 ménnlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 cC TT cC
B551 38 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 CT GT CT
B552 38 mannlich Raucher 28 CcC T CcC 11 CT GT CcC
B553 Nichtraucher CT cC TT 11 CT GT cC
B554 35 mannlich Raucher 28 CT cc TT 12 CT GT CT
B555 40 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cc TT cc
B556 59 ménnlich Nichtraucher | 25 cC TT cC 22 cC TT TT
B557 46 mannlich Nichtraucher | 32 cCc cCc TT 11 CT GT CcC
B558 65 weiblich Nichtraucher | 25 CT CT CT 12 CT GT CT
B559 48 ménnlich Nichtraucher | 26 CT cC TT 11 CT GT cC
B560 46 mannlich Nichtraucher | 25 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B561 40 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B562 66 ménnlich Nichtraucher | 23 CT cC TT 11 CT GT cC
B563 48 mannlich Nichtraucher | 20 cCc TT cCc 12 CT GT CT
B564 67 weiblich Nichtraucher | 25 cC cC TT 11 cc TT cc
B565 54 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cC TT CT
B566 51 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 TT GG cc
B567 65 mannlich Nichtraucher | 21 CT CT CT 11 cc TT cc
B568 35 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 TT GG cC
B569 65 mannlich Nichtraucher | 22 CcC cC TT 12 CcC TT CT
B570 52 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 22 cc TT TT
B571 59 ménnlich Nichtraucher | 21 cC cC TT 12 CT GT CT
B572 38 weiblich Nichtraucher | 30 cC TT cC 22 cc TT TT
B573 39 méannlich Nichtraucher | 28 cCc cC TT 11 cc TT cc
B574 47 weiblich Raucher 26 CT cc TT 12 CT GT CT
B575 65 weiblich Nichtraucher | 20 CT CcC TT 11 CT GT cc
B576 31 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 CcC GG cc
B577 54 ménnlich Nichtraucher | 26 cC TT cC 11 cC TT cC
B578 39 mannlich Nichtraucher | 27 CcC cC TT 12 CcC TT CT
B579 40 méannlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B580 53 ménnlich Raucher 22 cC cC TT 12 cC TT CT
B581 62 mannlich Nichtraucher | 30 CcC cC TT 11 CcC TT CcC
B582 51 weiblich Nichtraucher | 25 cC cC TT 12 cc TT CT
B583 35 ménnlich Nichtraucher | 27 CT cC TT 12 CT GT CT
B584 47 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B585 47 weiblich Nichtraucher | 25 cC CT CT 12 cc TT CT
B586 49 ménnlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 11 CT GT cC
B587 59 weiblich Nichtraucher | 24 cC CT CT 11 cc TT cc
B588 33 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 cc TT CT
B589 53 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cC TT CT
B590 45 mannlich Nichtraucher | 31 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B591 35 weiblich Nichtraucher | 32 CT CT CT 12 TT GG CT
B592 41 ménnlich Nichtraucher | 32 cC TT cC 12 cC TT CT
B593 35 mannlich Nichtraucher | 32 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B594 44 mannlich Raucher 25 CT CcC T 11 TT GG CcC
B595 37 weiblich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CT GT cC
B596 49 mannlich Nichtraucher | 25 CcC CcC TT 12 CcC TT CT
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B597 46 weiblich Nichtraucher | 27 cc cC TT 12 cC TT CT
B598 50 mannlich Nichtraucher | 28 CT cCc TT 11 T GG CcC
B599 Nichtraucher TT CcC T 11 TT GG CcC
B600 40 ménnlich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 CT GT cC
B601 40 weiblich Raucher 22 cC cC TT 11 CT GT cc
B602 37 méannlich Nichtraucher | 27 cCc cC TT 11 cc TT cc
B603 53 ménnlich Nichtraucher | 28 cC TT cC 12 cC TT CT
B604 42 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B605 48 mannlich Raucher 25 CcC CT CT 12 CcC TT CT
B606 65 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B607 38 mannlich Nichtraucher | 28 cCc TT cCc 11 CT GT CcC
B608 39 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cc TT CT
B609 56 weiblich Nichtraucher | 28 ccC TT cc 12 cC TT CT
B610 52 mannlich Nichtraucher | 28 cCc CT CT 12 CT GT CT
B611 38 mannlich Raucher 28 CcC CcC TT 12 CcC TT CcC
B612 58 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cC TT cC
B613 33 mannlich Nichtraucher | 28

B614

B615 62 ménnlich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 cC TT cC
B616 36 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B617 37 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 CT GT CT
B618 45 ménnlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B619 57 mannlich Nichtraucher | 27 CcC cC TT 11 CcC TT CcC
B620 44 méannlich Nichtraucher | 32 CT cc TT 11 CT GT CcC
B621 46 ménnlich Raucher 27 TT cC TT 11 CT GT cC
B622 43 weiblich Raucher 27 CT cC TT 11 CT GT cc
B623 63 méannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 33 CT GT CcC
B624 53 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 22 cC TT TT
B625 48 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 11 cc TT cCc
B626 41 mannlich Nichtraucher | 29 cc CT CT 12 CT GT CT
B627 48 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 CT GT cC
B628 39 weiblich Nichtraucher | 32 CT CcC TT 11 CT GT cc
B629 36 mannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 11 CT GT CcC
B630 57 ménnlich Nichtraucher | 27 TT cC TT 11 TT GG cC
B631 34 mannlich Nichtraucher | 29 CT cCc TT 11 CT GT CcC
B632 51 mannlich Nichtraucher | 26 cc CT CT 12 CT GT CT
B633 60 ménnlich Nichtraucher | 26 cC TT cC 22 cC TT TT
B634 51 weiblich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cc TT cc
B635 55 weiblich Nichtraucher | 26 cC TT cC 12 cc TT CT
B636 60 ménnlich Nichtraucher | 29 cC TT cC 12 cC TT CT
B637 59 weiblich Nichtraucher | 22 cC TT cC 12 cc TT CT
B638 43 mannlich Nichtraucher | 28 CT cc TT 11 CT GT CcC
B639 39 ménnlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B640 38 weiblich Nichtraucher | 27 cC CT TT 12 CT GT CT
B641 60 mannlich Nichtraucher | 28 cc cc TT 11 CT GT cC
B642 37 ménnlich Nichtraucher | 25 cC CT CT 11 cC TT cC
B643 46 mannlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cc TT CT
B644 63 mannlich Raucher 27 CT CcC T 11 CT GT CcC
B645 60 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cC TT cC
B646 43 mannlich Nichtraucher | 30 cC CT CT 11 cc TT cc
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B647 41 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 12 cC TT CT
B648 38 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B649 51 mannlich Nichtraucher | 32 CT CT CT 12 CT GT CT
B650 64 ménnlich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 CT GT cC
B651 57 mannlich Nichtraucher | 25 CT cCc TT 12 CT GT CT
B652 53 weiblich Nichtraucher | 28 CT TT cC 11 CT GT cc
B653 55 ménnlich Nichtraucher | 24 CT CT CT 12 TT GG CT
B654 37 weiblich Nichtraucher | 30 cC TT cC 12 cc TT CT
B655 37 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B656 51 ménnlich Nichtraucher | 30 cC cC TT 11 cC TT cC
B657 46 mannlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 12 CT GT CT
B658 48 weiblich Nichtraucher | 31 CT cC TT 11 CT GT cc
B659 45 ménnlich Raucher 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B660 45 mannlich Raucher 26 cCc CT CT 12 CcC TT CT
B661 39 weiblich Raucher 30 CT CT CT 22 CT GT TT
B662 44 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 13 CT GT cC
B663 43 weiblich Nichtraucher | 29 cC CT CT 12 CcC TT CT
B664 41 mannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 11 CT GT cC
B665 38 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 cC TT cC
B666 62 mannlich Nichtraucher | 30 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B667 43 mannlich Raucher 29 CcC TT CcC 12 CcC TT CT
B668 45 weiblich Nichtraucher | 25 cC TT cC 12 cC TT CT
B669 37 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT TT 12 CT GT CT
B670 42 weiblich Nichtraucher | 29 CT cC TT 11 CT GT cc
B671 40 ménnlich Nichtraucher | 26 CT cC TT 12 CT GT CT
B672 42 weiblich Nichtraucher | 28 CT CcC TT 12 CT GT CT
B673 32 mannlich Raucher 28 CcC CT CT 11 CcC TT cC
B674 35 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 22 cC TT TT
B675 54 mannlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 CcC TT CcC
B676 40 weiblich Nichtraucher | 26 cC TT

B677 66 ménnlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B678 43 mannlich Nichtraucher | 28 CcC cC TT 11 CcC TT CcC
B679 CcC CT CT 11 cC TT CcC
B680 56 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 CT GT cC
B681 45 mannlich Nichtraucher | 28 CcC cC TT 12 CcC TT CT
B682 57 weiblich Nichtraucher | 25 CT CT CT 11 CT GT cc
B683 47 ménnlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cC TT cC
B684 38 weiblich Nichtraucher | 29 cC CT CT 12 cc TT CT
B685 35 mannlich Raucher 29 cCc cc TT cc TT CT
B686 CT cc TT 12 CT GT CT
B687 50 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B688 46 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 12 cc TT CT
B689 47 ménnlich Nichtraucher | 22 cC cC TT 13 cC TT cC
B690 45 weiblich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 TT GG cc
B691 35 weiblich Nichtraucher | 30 cC cCc TT 11 cC TT cC
B692 53 ménnlich Nichtraucher | 27 cC TT

B693 49 weiblich Nichtraucher | 28 CT TT CcC 11 CT GT cc
B694 50 weiblich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 CcC TT CT
B695 61 ménnlich Raucher 29 cC cC TT 12 cC TT CT
B696 37 mannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
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B697 40 weiblich Nichtraucher | 30 cc CT CT 22 cC TT TT
B698 51 mannlich Nichtraucher | 28 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B699 46 mannlich Nichtraucher | 28 cc cc TT 12 CT GT CT
B700 61 ménnlich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 CT GT cC
B701 42 weiblich Nichtraucher | 26 cC cC TT 12 cc TT CT
B702 50 mannlich Nichtraucher | 28 cc TT cc 12 TT GG CT
B703 37 ménnlich Nichtraucher | 27 CT cC TT 12 CT GT CT
B704 36 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 22 CcC TT TT
B705 34 mannlich Nichtraucher | 28 TT cc TT 12 CT GT CT
B706 37 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 CT GT cC
B707 54 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 11 cc TT cc
B708 60 weiblich Nichtraucher | 21 CT cC TT 11 CT GT cc
B709 62 weiblich Nichtraucher | 24 ccC CT CT 11 CT GT cC
B710 67 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B711 43 weiblich Raucher 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B712 37 ménnlich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 CT GT cC
B713 58 mannlich Nichtraucher | 22 cCc CT CT 11 CT GT CcC
B714 38 weiblich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B715 45 ménnlich Nichtraucher | 29 cC cC TT 11 cC TT cC
B716 58 mannlich Nichtraucher | 25 CcC TT cC 22 CcC TT TT
B717 43 méannlich Nichtraucher | 26 cCc TT cC 22 cc TT TT
B718 36 weiblich Nichtraucher | 29 CT CT CT 22 CT GT TT
B719 58 weiblich Nichtraucher | 22 CT CcC TT 11 CT GT cc
B720 43 méannlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 CT GT CT
B721 54 ménnlich Nichtraucher | 31 cC cC TT 11 cC TT cC
B722 53 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B723 50 weiblich Nichtraucher | 25 CT cC TT 12 CT GT CT
B724 39 ménnlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 CT GT CT
B725 55 mannlich Nichtraucher | 26 CT TT cCc 12 CT GT CT
B726 50 weiblich Nichtraucher | 27 cC TT cC 11 cc TT cc
B727 38 ménnlich Raucher 21 cC cC TT 11 cC TT cC
B728 65 mannlich Nichtraucher | 22 CT CT CT 11 CT GT CcC
B729 42 mannlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 12 cc TT CT
B730 55 ménnlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 11 TT GG cC
B731 51 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B732 43 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 11 cc TT cc
B733 50 ménnlich Nichtraucher | 28 TT cC TT 11 TT GG cC
B734 45 mannlich Nichtraucher | 32 CT cCc TT 13 CT GT CcC
B735 37 mannlich Nichtraucher | 30 CT cc TT 11 CT GT CcC
B736 47 ménnlich Raucher 27 cC CT CT 12 cC TT CT
B737 46 mannlich Raucher 28 CT CcC TT 11 cc TT cc
B738 41 mannlich Nichtraucher | 31 CT cc TT 12 CT GT CT
B739 43 ménnlich Nichtraucher | 28 cC cC TT 11 CT GT cC
B740 42 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B741 43 mannlich Nichtraucher | 32 CT CT CT 11 CT GT cC
B742 36 ménnlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 CT GT CT
B743 51 mannlich Nichtraucher | 27 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B744 55 mannlich Nichtraucher | 22 CT cc TT 11 CT GT CcC
B745 64 ménnlich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 CT GT cC
B746 44 mannlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 12 cc TT CT
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B747 49 ménnlich Raucher 21 TT cC TT 11 TT GG cC
B748 43 mannlich Nichtraucher | 22 cCc CT CT 12 CT GT CT
B749 45 méannlich Nichtraucher | 26 cCc cC TT 11 cc TT cc
B750 67 ménnlich Nichtraucher | 26 cC CT CT 12 cC TT CT
B751 45 weiblich Raucher 28 cC cC TT 11 CT GT cc
B752 38 weiblich Nichtraucher | 30 CT cC TT 11 CT GT cc
B753 59 ménnlich Nichtraucher | 22 cC TT cC 11 cC TT cC
B754 40 mannlich Nichtraucher | 28 cC CT CT 11 cc TT cc
B755 51 weiblich Nichtraucher | 26 CT cC TT 11 CT GT cc
B756 34 ménnlich Nichtraucher | 27 CT CT CT 12 cC TT CT
B757 42 mannlich Nichtraucher | 30 CcC TT cC 12 CcC TT CT
B758 43 weiblich Nichtraucher | 28 cC TT 11 cc TT cc
B759 39 ménnlich Nichtraucher | 26 cC TT 11 cC TT cC
B760 61 weiblich Nichtraucher | 26 CT CcC TT 11 CT GT cc
B761 50 weiblich Nichtraucher | 28 cCc CT CT 22 cC TT T
B762 41 ménnlich Raucher 25 CT CT CT 12 CT GT CT
B763 40 mannlich Nichtraucher | 28 CT CT CT 11 CT GT CcC
B764 37 weiblich Nichtraucher | 29 cCc CT CT 12 CT GT CT
B765 63 mannlich 28 CT cc TT 11 CT GT cc
B766 58 mannlich Nichtraucher | 27 cC CT CT 12 cc TT CT
B767 44 weiblich Nichtraucher | 30 cC CT CT 12 CT GT CT
B768 67 ménnlich Nichtraucher | 25 CT CT CT 11 TT GG cC
B769 46 weiblich Nichtraucher | 22 cC cC TT 11 cc TT cc
B770 65 mannlich Raucher 30 CcC CT CT 11 TT GG CcC
B771 34 ménnlich Nichtraucher | 25 TT cC TT 11 cC TT cC
B772 43 weiblich Nichtraucher | 30 TT CT CT 22 CT GT TT
B773 38 weiblich Raucher 31 CcC TT CcC 12 TT GG CT
B774 52 ménnlich Raucher 31 cC cC TT 12 cC TT CT
B775 42 weiblich Raucher 26 cC cC TT 11 cc TT cc
B776 37 mannlich Nichtraucher | 29 cC CT CT 22 cc TT TT
B777 41 ménnlich Nichtraucher | 26 cC cC TT 11 cC TT cC
B778 60 mannlich Raucher 25 TT CcC TT 11 cc TT cc
B779 66 mannlich Raucher 24 CcC TT CcC 11 TT GG CT
B780 44 ménnlich Nichtraucher | 22 CT CT CT 11 cC TT cC
B781 47 weiblich Nichtraucher | 28 CT CT CT 13 CT GT CcC
B782 42 mannlich Nichtraucher | 31 cc CT CT 12 CT GT CT
B783 43 ménnlich Nichtraucher | 28 CT cC TT 11 cC TT cC
B784 42 mannlich Nichtraucher | 29 CT cCc TT 12 CT GT CT
B785 40 weiblich Nichtraucher | 26 CT CT CT 11 CT GT cc
B786 38 ménnlich Nichtraucher | 27 cC cC TT 22 CT GT TT
B787 45 mannlich Nichtraucher | 25 CT TT cC 12 cc TT CT
B788 35 mannlich Nichtraucher | 28 cc CT CT 12 CT GT CT
B789 44 weiblich Nichtraucher | 30 cC CT CT 22 cC TT CT
B790 42 mannlich Nichtraucher | 26 CcC CcC TT 11 CcC TT CcC
B791 51 mannlich Nichtraucher | 30 CT CT CT 12 cc TT CT
B792 65 ménnlich Nichtraucher | 31 cC cC TT 11 TT GG cC
B793 59 mannlich Nichtraucher | 18
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